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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce se zabývá studiem účinků dielektrického bariérového výboje (DBD) 
na eukaryotní mikroorganismy. Plazmová sterilizace je povaţována za moţnou alternativu ke 
konvenčním sterilizačním postupům. Na rozdíl od běţně pouţívaných dekontaminačních 
metod nezatěţuje exponovaný materiál teplem, tlakem ani chemikáliemi. V plazmatu působí 
na eukaryotní i prokaryotní systémy společně aktivní částice, UV záření a teplo.  
Pro stanovení účinnosti plazmové sterilizace byl jako bioindikátor vybrán Aspergillus 
niger. Plazma bylo generováno za atmosférického tlaku pomocí dielektrického bariérového 
výboje (DBD) v prostředí argonu a dusíku. Jako nosný materiál byl uţit papír a PET fólie. Byl 
studován vliv různých pracovních podmínek na efektivitu sterilizace. Konkrétně šlo o vliv 
délky expozičního času, hustoty plazmového výkonu, typu pracovního plynu a nosného 
média. Dále byly odděleně studovány účinky UV záření v kombinaci s teplotou, teploty a 
samotného plazmatu.  
Na základě výsledků bylo prokázáno, ţe sterilizační účinek DBD se zvyšuje s délkou 
expozičního času a s rostoucí hustotou plazmového výkonu. Při srovnání plynných médií za 
stejných podmínek byla prokázána vyšší účinnost argonu. Na efektivitu sterilizace měl dále 
vliv nosný materiál, a to díky rozdílné struktuře povrchu. Bylo zjištěno, ţe hlavním 
inaktivačním mechanismem DBD pro A. niger při daných podmínkách jsou aktivní částice. 
Vliv teploty na inaktivaci mikroorganismů se ukázal být zanedbatelný. Při kombinaci UV 
záření s teplotou bylo dosaţeno maximální inaktivace 2 řádů.  
Pomocí optické emisní spektroskopie byla provedena spektrální analýza plazmatu. 
Rastrovací elektronová mikroskopie umoţnila pořízení snímků exponovaných materiálů a 
posouzení případných poškození způsobených účinky DBD.  
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Aspergillus niger, dielektrický bariérový výboj, plazmová sterilizace 
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ABSTRACT 
This diploma thesis is focused on studying of the effect of the dielectric barrier discharge 
(DBD) on eucaryotic microorganisms. Plasma sterilization is considered to be an alternative 
method to conventional sterilization processes. Contrary to standard decontamination methods 
it doesn´t stress exposed material by heat, pressure and chemicals. Plasma acts on eucaryotic 
and procaryotic systems by means of synergy of three inactivation mechanisms. They are 
various reactive species, UV radiation and heat. 
The Aspergillus niger has been chosen as a bio-indicator enabling to evaluate the effect of 
plasma assisted microbial inactivation. Plasma was generated in dielectric barrier discharge 
(DBD) at atmospheric pressure. Nitrogen and argon were used as working gases, paper and 
PET foil were used as carrying media. The influence of various working conditions on the 
sterilization effect was studied. Namely it was the influence of plasma exposition time, 
plasma power density, the type of operating gas and type of supporting medium. The effect of 
UV radiation in combination with temperature, temperature and direct plasma were studied 
separately.  
According to our results the efficiency of DBD increases with plasma power density, resp. 
plasma exposition time. When comparing sterilization efficiency of nitrogen and argon 
operating at the same conditions, the higher sterilization effect was observed in argon. The 
influence of the carrying medium on sterilization effectiveness was proved. It was caused by 
the different structure of surface. It was found out, that in our experimental setup the active 
species are probably the main inactivation mechanism. The influence of temperature on 
inactivation of microorganisms was negligible. The combination of UV radiation and 
temperature reached the decontamination level about 2 orders.  
The discharge parameters were studied by means of optical emmision spectroscopy. 
Scanning electron microscopy enabled to evaluate possible damage of exposed materials 
through DBD. 
 
KEYWORDS 
Aspergillus niger, dielectric barrier discharge, plasma sterilization 
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1 ÚVOD 
Lidstvo bojuje s neţádoucími mikroorganismy od nepaměti. Z poznatků zaloţených na 
zkušenostech našich předků se v moderní době vyvinul důmyslný systém, který zejména ve 
vyspělých zemích umoţnil výrazné omezení výskytu nejrůznějších onemocnění. Vysoká 
hygienická úroveň, zvýšená lékařská péče či očkování vedly ke zkvalitnění ţivota kaţdého 
z nás. V boji proti neţádoucí mikroflóře se také uplatnily tzv. konvenční sterilizační metody, 
zaloţené na fyzikálních či chemických agens účinných vůči mikroorganismům. Tyto postupy 
však mají celou řadu nevýhod. K těm hlavním patří namáhání ošetřovaného materiálu 
teplotou, tlakem či chemikáliemi, které jsou nebezpečné také pro obsluhu a ţivotní prostředí. 
Protoţe se tyto senzitivní materiály vyskytují stále více zejména ve zdravotnictví, 
potravinářství a farmacii, je na místě hledání alternativních metod. Dalším důvodem je také 
stále vyšší odolnost mikroorganismů vůči zavedeným sterilizačním metodám (methicilin 
rezistentní MRSA, Escherichia coli O157:H7). 
Vhodnou alternativou můţe být vyuţití plazmové sterilizace. Jedná se o poměrně novou 
metodu, která je předmětem stále vyššího zájmu odborníků ve světě i u nás. Tento fakt je 
způsoben jedinečnými vlastnostmi tohoto sterilizačního postupu. Je vhodný pro zničení jak 
vitálních buněk, tak i spor všech doposud známých mikrobiálních forem včetně virů. Byla 
prokázána vysoká účinnost při odstraňování pyrogenů a toxinů z povrchu ošetřovaného 
materiálu. To má velký význam zejména ve zdravotnictví, kde se rezidua bílkovin, hlavně 
prionů, stávají závaţným problémem. Plazmová sterilizace je šetrná dokonce i k tepelně 
labilním materiálům díky uţití dohasínajícího plazmatu, ve kterém teplota nepřesáhne hranici 
50 °C. Tento postup sice následně vede k prodlouţení pracovních časů, tyto ovšem dosahují 
řádově několika desítek sekund, coţ je oproti konvenčním metodám značný pokrok. Ve 
prospěch plazmové sterilizace hovoří také nízká cena a jednoduchost zařízení. Protoţe 
biocidní účinky trvají pouze během působení elektrického výboje a jsou deaktivovány 
bezprostředně po vypnutí budícího zdroje, nedochází k uvolnění ţádných toxických látek. 
Nebezpečí tak není vystavena ani obsluha zařízení ani ţivotní prostředí a ošetřený materiál je 
zdravotně nezávadný.  
Metoda je v současné době testována za různých pracovních podmínek za účelem 
zoptimalizování. Studují se účinky různých typů výbojů pracujících za nízkého i 
atmosférického tlaku. Působení plazmatu jsou vystavovány nejrůznější materiály tak, aby 
byly zjištěny případné neţádoucí změny jejich vlastností. Samostatnou kapitolou je snaha o 
stanovení účinnosti plazmové sterilizace ve vztahu k jednotlivým mikrobiálním druhům. Na 
místě jsou proto mikrobiologické testy, které vyuţívají prokaryotní i eukaryotní bioindikátory. 
Výhodou plazmatu je, ţe na ţivé organismy působí synergií tří mechanismů, a to teplotou, 
UV zářením a aktivními částicemi. Pro lepší pochopení těchto interakcí je zřejmá snaha o 
separaci těchto agens a jejich oddělené studium.  
Přes tyto snahy brání zavedení metody do praxe několik skutečností. Za prvé, neznáme 
dokonale samotné procesy v plazmatu probíhající, natoţ pak principy interakcí s biologickými 
systémy či materiály. Průmysl také poţaduje kompletnost procesu, tedy nejen provedení 
samotné sterilizace, ale i vyřešení otázky logistiky, nákladů, rychlosti atp. Povzbuzující 
ovšem je, ţe při vhodné volbě sterilizačních podmínek je metoda pro daný mikroorganismus 
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účinná. Ekonomická dostupnost zařízení, moţnost aplikace metody za atmosférického tlaku a 
zkrácení pracovních časů značně zvýšily pravděpodobnost budoucího praktického uplatnění.  
V této diplomové práci se zabývám studiem plazmové sterilizace jako nové progresivní 
metody v oblasti inaktivace eukaryotních mikroorganismů, konkrétně plísně Aspergillus 
niger. Plazma bylo buzeno prostřednictvím dielektrického bariérového výboje (DBD), jeho 
dekontaminační účinky byly studovány v závislosti na pouţitém pracovním plynu, nosném 
médiu a hustotě plazmového výkonu. Odděleně byly hodnoceny účinky UV záření 
v kombinaci s teplotou, teploty a samotného plazmatu. Dále byla provedena diagnostika 
plazmatu pomocí optické emisní spektrometrie (OES) a pořízeny snímky exponovaného 
materiálu pomocí rastrovacího elektronového mikroskopu (SEM). Teoretická část srovnává 
standardní sterilizační postupy s metodou plazmové sterilizace.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Popis eukaryotních mikroorganismů 
2.1.1 Eukaryotní mikroorganismy 
Mikroorganismy lze definovat jako jednobuněčné nebo vícebuněčné organismy 
mikroskopických rozměrů bez schopnosti tvořit funkčně diferencované tkáně nebo pletiva. 
Jsou zásadní pro zachování koloběhu látek v přírodě, nepostradatelné jsou v mnoha výrobních 
technologiích. Na druhou stranu jsou známy i jejich negativní účinky jako neţádoucí rozklad 
různých materiálů, patogenita některých druhů apod. [1] 
Z cytologického hlediska lze rozdělit všechny organismy na prokaryota a eukaryota. 
K prokaryotním mikroorganismům náleţí bakterie a sinice, k eukaryotním pak houby, zelené 
řasy a prvoci. Eukaryotní buňka je vývojově mladší, v porovnání s buňkou prokaryotní se 
vyznačuje větší dokonalostí. Základní rozdíly lze nalézt zejména v rozdílné morfologii buněk. 
Eukaryotní buňka obsahuje vyspělé jádro s dvojitou membránou, DNA je uloţena 
v chromozomech tvořících komplex s bazickými bílkovinami, histony. V nitru je viditelná 
celá řada organel, které jsou vymezeny systémem biomembrán. Typický je také výskyt 
cytoskeletu a ribozomů, které mohou být volné nebo vázané na některé organely. Oproti tomu 
je v  prokaryotní buňce jaderný materiál volně uloţen v cytoplazmě, podobně jako ostatní 
buněčné součásti. [1, 2, 3] 
Pro potřeby průmyslu jsou ze skupiny eukaryot nejvýznamnější mikroorganismy patřící do 
říše houby. [1] 
2.1.2 Obecná charakteristika hub 
O mikroskopických houbách můţeme říci, ţe jsou všudypřítomné. V našem ţivotě hrají 
celou řadu úloh. Některé druhy jsou průmyslově vyuţívány (výroba potravin, léčiv, 
chemických sloučenin, některé vlastní houby jako potravina), jiné jsou známy svou 
rozkladnou činností, čímţ znehodnocují celou řadu materiálů. Známy jsou téţ houby 
parazitické a patogenní, byť těchto je pouze malý počet. Jejich rozšíření a význam jsou však 
značné. [4] 
Houby jsou heterotrofní, většinou aerobní organismy. Jako heterotrofy potřebují 
v prostředí přítomnost organických látek (zdroj energie, uhlíku a vodíku). Aerobní 
metabolismus je pak předurčuje k existenci v prostředí s dostatečným obsahem vzdušného 
kyslíku. Jejich tělo označujeme jako stélku. U většiny hub dochází k diferenciaci stélky na 
část vegetativní, která je tvořena vlákny neboli hyfami, a na část reprodukční, tvořenou 
rozmnoţovacími orgány. Systému rozvětvených vláken se říká mycelium, můţe být rozděleno 
přehrádkami. [1, 4] 
Na myceliu vznikají rozmnoţovací orgány, a to buď pohlavní (gametangia) nebo 
nepohlavní (sporangia, konidiofory), které produkují tzv. spory (výtrusy) a dodávají houbám 
jejich typické zbarvení. V souvislosti s pohlavním procesem vznikají trvalé výtrusy, a to 
přímo na myceliu nebo v plodnici. Trvalé i nepohlavní výtrusy mají různý tvar, velikost i 
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počet buněk, podobně jako samotné rozmnoţovací orgány a plodnice. Na základě těchto 
morfologických znaků lze houby roztřídit do jednotlivých skupin, popř. je identifikovat. [1, 5] 
Ţivotní cyklus hub začíná klíčením spory ve vlákno, k čemuţ dochází ve vlhkém prostředí 
za určité teploty. Spora se do vhodného prostředí dostává díky otřesům nebo proudění 
vzruchu. To, zda se budou vytvářet rozmnoţovací orgány a spory, závisí na teplotě a ţivinách 
(substrát). Způsob jejich získání se liší podle způsobu ţivota houby. Existují houby 
parazitické, saprofytické a symbiotické. Parazitické houby získávají ţiviny z těl hostitelských 
organismů, saprofytické houby z uhynulých organických těl či organických látek. U posledně 
jmenovaných dochází k souţití např. s kořeny vyšších rostlin nebo s řasami. Růstu jsou 
schopny pouze koncové buňky vláken. Vylučují enzymy, které umoţňují rozklad ţivin do 
stravitelné podoby. Někdy mohou vylučovat antibiotika či toxiny, jeţ brzdí nebo potlačují růst 
jiných organismů. Všechny houby mají nepatrné aţ značné nároky na kyslík, preferují kyselé 
prostředí s převahou sacharidů (pH 3 aţ 6) a jejich spory jsou oproti bakteriálním méně 
odolné vůči vysokým teplotám. Evidentní je jejich přizpůsobivost spíše k niţším teplotám, 
kdy však je pásmo vegetačních moţností výrazně uţší neţ u bakterií. [1, 5] 
2.1.3 Třídění hub 
Říše: Houby (Fungi) 
Oddělení:  
 Hlenky (Myxomycota) 
 Chytridie (Chytridiomycota) 
 Řasovky (Oomycota) 
 Vlastní houby (Eumycota) 
 Třída: spájivé (Zygomycetes) 
 Třída: endomycety (Endomycetes) 
 Třída: vřeckovýtrusé (Askomycetes) 
 Třída: stopkovýtrusé (Basidiomycetes) 
Pomocné oddělení: 
 Fungi imperfecti (Deuteromycota) [6] 
 
Další kapitoly se zabývají popisem vlastních hub, tedy oddělení Eumycota. Pozornost je 
zde věnována plísním (vláknitým houbám) a kvasinkám. Tyto mikroorganismy se liší nejen 
fyziologií, ale i morfologií a buněčnou strukturou. Plísně se nejčastěji vyskytují ve formě 
souvislého porostu mycelia nesoucího v pokročilém stádiu vývoje fruktifikační orgány, 
kvasinky lze pozorovat v podobě krátkých většinou samostatných buněk. Společným znakem 
obou skupin je nepohyblivost stélky. [5] 
2.1.4 Kvasinky 
Jedná se o heterotrofní mikroorganismy s fakultativně aerobním aţ aerobním 
metabolismem. Fakultativně aerobní kvasinky jsou v prostředí zvýhodněny, protoţe mají 
schopnost látkové výměny v aerobním i anaerobním reţimu. Platí ovšem, ţe jsou na vegetační 
podmínky náročnější neţ plísně. Jejich zástupce najdeme v třídách Askomycetes, 
Basidiomycetes a Deuteromycota. [1, 5, 7] 
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2.1.4.1 Morfologie  
Z morfologického hlediska vykazují kvasinky velkou tvarovou, velikostní či barevnou 
diverzitu. Výchozím tvarem je rotační elipsoid. Buňka je obvykle kulatá aţ oválná, ale 
vyskytují se i druhy, které mají buňky charakteristického citronovitého, vajíčkovitého, 
lahvovitého či vláknitého tvaru. Dosahují velikosti 3-15 µm. Tvar i velikost buněk jsou do 
určité míry ovlivněny kultivačními podmínkami a stářím buněk. [1, 3, 7] 
2.1.4.2 Cytologie 
Na povrchu buňky je pozorovatelná pevná neohebná buněčná stěna, která ji odděluje od 
vnějšího prostředí. Udává buňce tvar a chrání ji před mechanickými vlivy a osmotickým 
tlakem. Póry, které se ve stěně nacházejí, jsou propustné pro většinu látek, mimo 
vysokomolekulárních. Buněčná stěna kvasinek obsahuje aţ 80% polysacharidů, většinou 
zaloţených na bázi glukanů. Nejznámější látkou buněčné stěny je chitin. [1, 3] 
Plazmatická membrána (plazmalema), která je umístěna pod buněčnou stěnou, tvoří 
osmotické rozhraní a má za úkol kontrolovat transport látek. Je jemná a elastická s malými 
póry, kterými mohou procházet nízkomolekulární sloučeniny bez elektrického náboje. Má 
typické fosfolipidové sloţení s vnořenými molekulami proteinů. Fosfolipidy obsahují 
hydrofobní a hydrofilní část, orientují se tudíţ v roztoku do podoby tzv. lipidové dvojvrstvy. 
Bílkoviny mají funkci nosičů – zajišťují transport všech ostatních látek, které nemohou 
proniknout póry. [1] 
Vnitřní prostředí buňky tvoří cytoplazma. Obsahuje 65–90% vody, organely a velké 
mnoţství chemických látek (enzymy, rezervní látky – glykogen, volutin, meziprodukty 
metabolismu apod.). Nejnápadnější organelou je vakuola, která funguje jako rezervoár 
enzymů a látek, které se právě neúčastní metabolických přeměn. Endoplazmatické retikulum 
lze popsat jako systém dvojitých membrán, na jejichţ povrchu nalezneme zrníčka polyzomů 
(agregáty ribozomů). Dochází zde k syntéze bílkovin, vyskytují se zde i některé enzymy a 
rezervní látky. Mitochondrie jsou velice významným sídlem metabolických procesů – 
dýchacího řetězce a systému oxidační fosforylace. Přítomná RNA a DNA je nositelem 
mimojaderné genetické informace. I zde probíhá syntéza bílkovin. Další významnou 
organelou je Golgiho aparát, jehoţ funkce není zcela jasná. Předpokládá se, ţe tento systém 
měchýřků má na starost transport prekurzorů buněčné stěny z cytoplazmy přes 
cytoplazmatickou membránu. Ribozomy jsou tvořeny rRNA a bílkovinami. Slouţí jako hlavní 
centrum pro výrobu proteinů. [1] 
Na obrázku č. 1 jsou viditelné výše popsané organely.  
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Obr. č. 1: Průřez buňkou kvasinek. 
1 – buněčná stěna, 2 – jizva zrodu, 3 – cytoplazmatická membrána, 4 – jádro, 5 – jaderná 
membrána, 6 – vakuola, 7 – endoplazmatické retikulum, 8 – mitochondrie, 9 – glykogen,  
10 – polymetafosfát (volutin), 11 – lipidy, 12 – Golgiho aparát [1] 
2.1.4.3 Rozmnožování 
U kvasinek lze pozorovat dva typy rozmnoţování, a to nepohlavní (vegetativní) a pohlavní 
(sexuální) rozmnoţování. [7] 
Většina rodů se rozmnoţuje nepohlavně, a to nejčastěji pučením, kdy lze podle počtu jizev 
zjistit stáří mateřské buňky. Méně časté je dělení a pučení na široké základně, které 
představuje přechod mezi oběma variantami. V důsledku pučení můţe vzniknout 
pseudomycelium nebo mycelium pravé. Pseudomycelium vzniká v případě, kdy kvasinka 
vytváří protáhlé buňky, které pučí pouze na pólech a zůstávají spojeny v dlouhá zaškrcovaná 
vlákna. V určitých místech takového pseudomycelia pak vznikají svazky kulatých aţ 
elipsoidních buněk, blastospor. Pravé mycelium vzniká příčným dělením protáhlých buněk. 
Svazky se zde nazývají jako blastokonidie. Blastospory i blastokonidie jsou označovány jako 
prvky fruktifikace. Další typy nepohlavních spor jsou balistospory, arthrospory a 
chlamydospory. [3, 7] 
Pohlavní rozmnoţování je zaloţeno na jevu zvaném konjugace (spájení), kdy dochází 
k propojení dvou haploidních buněk a následné karyogamii za vzniku diploidního jádra. 
Výsledkem následující meiózy (někdy následuje ještě mitóza) jsou pohlavní spory. Dělí se na 
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endospory (askospory), které jsou typické pro většinu druhů, a exospory (bazidiospory). Právě 
podle typu pohlavních spor lze kvasinky rozdělit do jednotlivých skupin. [1, 7] 
Na obrázku č. 2 je vyobrazen proces pučení kvasinek.  
 
Obr. č. 2: Submikroskopická struktura eukaryotní buňky (pučící kvasinková buňka). [8] 
2.1.4.4 Význam 
Kvasinky mají významné sacharolytické vlastnosti, coţ je předurčuje pro široké vyuţití 
v průmyslu. Jejich schopnost fermentace se uplatňuje při výrobě piva, vína, ethanolu či 
glycerolu, nepostradatelné jsou v pekárenství (kvasnice). Rozšířené jsou i některé speciální 
výroby jako příprava široké palety enzymů, sladidel, aminokyselin, lipidů a kyselin (jablečná, 
fumarová, citronová). Stále větší význam mají biotransformační reakce a výroby na nich 
zaloţené. Přímo z buněk je také moţné vyizolovat některé významné bílkoviny (cerevizin, 
zymokasein, glutation), fosfolipidy (kefalin, lecitin) a ergosterol, volutin nebo riboflavin. 
Nejdůleţitějším průmyslově vyuţívaným druhem je Saccharomyces cerevisiae. [1, 3, 7] 
Na druhou stranu působí kvasinky i negativně. Jedná se např. o neţádoucí kontaminaci 
v průmyslových výrobách, kdy kvasinky negativně ovlivňují jak technologii, tak i 
organoleptické vlastnosti finálního výrobku. Jako příklad lze uvést tzv. křísotvorné kvasinky 
při výrobě vína, kvasinky zákalotvorné či sedimentující Rovněţ neţádoucí jsou patogenní 
účinky některých druhů (Candida albicans jako původce nemocí urogenitálního traktu).  
[1, 7, 9] 
2.1.5 Plísně 
Plísně neboli mikroskopické vláknité houby jsou heterotrofní mikroorganismy s výhradně 
aerobním metabolismem. Jejich hlavním rezervoárem je půda, odkud se dostávají do okolního 
prostředí. Jsou častou neţádoucí kontaminací vzduchu, protoţe je proti účinkům UV záření 
chrání různá barviva melanoidní povahy. Lze je povaţovat za značně adaptabilní organismy, 
coţ jim umoţňuje jejich bohatý enzymatický aparát. Zástupce této skupiny začleňujeme do 
všech čtyř tříd, tedy Zygomycetes, Askomycetes, Basidiomycetes a Deuteromycota. [1, 9, 11] 
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2.1.5.1 Morfologie 
Plísně se vyskytují v podobě vláken (hyf). Hyfy mohou být jednobuněčné (bez přepáţek) 
nebo vícebuněčné (septované, přehrádkované). Společně tvoří hyfy mycelium. [11] 
2.1.5.2 Cytologie 
Cytologicky jsou plísně kvasinkám velmi podobné. Hlavní rozdíly spočívají ve stavbě 
buněčné stěny. Ta obsahuje podobně jako u kvasinek polysacharidy, ale zejména chitin, 
chitosan, mannany, glukany a celulosu. Díky obsaţeným lipidům, bílkovinám a voskům má 
výrazně menší smáčitelnost neţ buněčná stěna kvasinek. Hlavní rezervní látkou plísní jsou 
lipidy. [1] 
2.1.5.3 Rozmnožování 
Plísně jako typické aerobní mikroorganismy se mohou rozmnoţovat pouze na povrchu 
napadeného materiálu, protoţe potřebují pro svůj vývoj alespoň stopy kyslíku. Je popsáno 
rozmnoţování nepohlavní a pohlavní. Zvláštním typem je pak rozrůstání hyf. [11]  
Při nepohlavním rozmnoţování vznikají nepohlavní spory, které mohou mít různý tvar a 
bývají jednobuněčné nebo vícebuněčné. Zajímavé je, ţe jeden druh plísně můţe tvořit různé 
druhy těchto spor. Mohou to být endospory (sporangiospory) nebo exospory, které dále 
dělíme na konidie, oidie (arthrospory), chlamydospory a blastospory. [11] 
Pohlavní spory mohou vznikat dotknutím hyf (zygospory) nebo vznikají ve vřecku 
(askospory). Dále byly popsány bazidiospory a oospory. Podobně jako u kvasinek platí, ţe 
dělení zástupců do jednotlivých skupin je moţné na základě způsobu pohlavního 
rozmnoţování. [11] 
2.1.5.4 Význam 
Plísně mají velký průmyslový význam, ale i velké mnoţství neţádoucích účinků. Riziková 
je zejména tvorba mykotoxinů, které mohou způsobovat celou řadu onemocnění,  alergických 
reakcí i otrav (např. aflatoxiny produkují některé druhy r. Aspergillus). Mezi velice 
komplikovaná plísňová onemocnění patří mykózy, způsobované r. Fusarium, Curvularia, 
Aspergillus, Pseudoallescheria atp. Plísně mají bohatý enzymatický aparát, a tím pádem i 
schopnost rozkladu širokého spektra látek. Působí nejen na biologický materiál (potraviny), 
ale i na papír, kůţi, textilie a některé plasty (např. archiválie poškozuje celé spektrum plísní, 
jako r. Fusarium, Alternaria, Penicillium apod.). Vzhledem k všudypřítomnosti plísní a jejich 
nenáročnosti jsou i škody jimi způsobené citelné. [1, 9, 4, 12] 
Pozitivní je moţnost vyuţití plísní v lékařství (penicilin produkovaný Penicillium 
chrysogenum, námelové alkaloidy Claviceps purpurea). V průmyslu se vyuţívají při výrobě 
sýrů a vín (ušlechtilé kultury plísní jako Penicillium roqueforti), pro získávání enzymů, 
sladidel, giberelinů (růstové látky), extracelulárních polysacharidů a široké palety kyselin 
(octová, itakonová, glutamová, fumarová, citronová). [1, 10, 12] 
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2.1.6 Modelové mikroorganismy 
Pojmem modelový organismus označujeme intenzivně zkoumaný organismus, jehoţ 
zkoumání neslouţí jen k poznání jeho samého, ale je systematicky pouţíváno ke zkoumání a 
popisování obecnějších jevů a odvozování vlastností a vztahů platících pro jiné organismy. 
Aby byl pouţitelný pro tento účel, musí splňovat některé vlastnosti. Jde zejména o dostupnost 
dostatečně reprezentativních výsledků v rozumném časovém horizontu, tj. organismus má 
krátký ţivotní cyklus a větší počet potomstva. Dále je poţadována ekonomická nenáročnost 
jeho pouţívání a relativní jednoduchost a nevýjimečnost ve zkoumané oblasti. [13] 
Bioindikátorem pak rozumíme přípravek obsahující vybraný mikroorganismus s vysokou 
rezistencí na jedno nebo více sterilizačních médií a jehoţ zničením po sterilizačním procesu je 
dokázáno, ţe sterilizace je účinná. [14] 
Pro plazmovou sterilizaci jsou pouţívány následující druhy eukaryotních mikroorganismů: 
kvasinky Saccharomyces cerevisiae [15–19] a Candida albicans [16, 20–23] a plísně 
Aspergillus niger [15, 18, 19, 21, 22, 24–30, 42], Penicillium funiculosum [26] a Penicillium 
citrinum [28, 42] a Trichoderma longibrachiatum. [30] 
Kvasinku Saccharomyces cerevisiae řadíme do třídy Askomycetes. Jedná se o 
technologicky velice důleţitou kvasinku, která se uplatňuje jako pekařská, lihovarská, 
vinařská či pivní kvasinka (zkvašuje cukry). Pro vyuţití jakoţto modelového organismu má 
několik předpokladů. Snadno se kultivuje, coţ je znak typický pro prokaryota. Na straně 
druhé se cytologicky podobá eukaryotům, tedy je podobná ţivočichům a rostlinám. 
S člověkem sdílí 23% genomu a obsahuje i velké mnoţství proteinů (pro buněčný cyklus, 
signalizaci), které jsou s lidskými buňkami shodné. [1, 10, 12, 31] Na obrázku č. 3 vlevo jsou 
zachyceny kolonie této kvasinky, vpravo pak SEM snímek buněk. 
Obr. č. 3: Kolonie Saccharomyces cerevisiae a SEM snímek buněk. [32, 33] 
Kvasince Candida albicans je věnována zvýšená pozornost, protoţe je řazena 
k oportunitním patogenům, jak jiţ bylo řečeno výše. Vyskytuje se přirozeně na nejrůznějších 
tkáních lidského těla, k rozvinutí infekce můţe dojít v případě sníţené imunity jedince 
(nemoc zvaná kandidóza). K její inaktivaci by bylo moţné pouţít plazmové sterilizace. 
Pokusy probíhají např. při léčení špatně se hojících ran, kdy je pouţití plazmatu šetrnou 
  
17 
  
alternativou do budoucna (efekt popsán Weltmannem). [3, 9, 23, 34] Na obrázku č. 4 jsou 
zobrazeny kolonie Candida albicans (vlevo), vpravo pak mikroskopický snímek buněk na 
reálném substrátu. 
Obr. č. 4: Kolonie Candida albicans a SEM snímek buněk této kvasinky na reálném 
substrátu. [35, 36] 
Plíseň Aspergillus niger, patřící do třídy Ascomycetes, vytváří rychle rostoucí černé 
kolonie kulovitého tvaru, na spodní straně ţluté barvy. Vyskytuje se celosvětově velice hojně, 
hlavně však v teplých oblastech, a to především na rozmanitých potravinách rostlinného i 
ţivočišného původu. Řadí se k nejdůleţitějším technologickým kmenům, známá je například 
výroba kyseliny citronové, glukonové a mnoha enzymů. Některé kmeny produkují mykotoxin 
ochratoxin A. Aspergillus niger bývá izolován z klinického materiálu, v současnosti je 
povaţován za oportunitní patogen (způsobuje aspergilózu). Jako modelový organismus se 
pouţívá pro svou vysokou odolnost vůči UV záření, která je způsobena právě jeho černou 
pigmentací. [9, 10, 12, 27, 37] Na obrázku č. 5 jsou zachyceny kolonie (vlevo) a konidiofor 
této plísně. 
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Obr. č. 5: Aspergillus niger – kolonie a konidiofor. [12, 38] 
Plísně Penicillium funiculosum a Penicillium citrinum se spolu s druhem Aspergillus niger 
často vyskytují v knihovnách a archivech, kde společně způsobují degradaci mnohdy 
vzácných monografií a listin. V současnosti se pouţívá zejména sterilizace etylenoxidem. 
Moţnou alternativou by mohlo být i pouţití plazmové sterilizace, jak popsali Laguardia, Park 
a Vohrer. Aplikace plazmatu umoţňuje nejen inaktivaci neţádoucích mikroorganismů, ale 
také zpevnění textury papíru prostřednictvím nanesené vrstvy. Penicilium funiculosum je také 
významným patogenen rostlin, Penicillium citrinum produkuje mykotoxiny ochratoxin a 
citrinin. Obě plísně jsou zařazeny do třídy Ascomycetes. [4, 26, 28, 30, 46] Na obrázku č. 6 
jsou zachyceny kolonie (vlevo) a konidie typické pro rod Penicillium. 
Obr. č. 6: Kolonie a konidie typické pro rod Penicillium. [40, 41] 
Plíseň Trichoderma longibrachiatum patří rovněţ do třídy Ascomycetes. Je velmi rozšířená 
v půdě a na rostlinném materiálu. Produkuje mykotoxin trichodermin. Průmyslově jsou 
vyuţívány celulolytické enzymy, které produkuje. Právě tato skutečnost je však velmi 
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negativní v případě zvýšeného výskytu plísně v knihovnách nebo archivech. [30, 46] Na 
obrázku č. 7 jsou zachyceny kolonie (vlevo) a konidiofory typické pro celý rod Trichoderma.  
Jak ukazují výsledky některých prací (Gadri, Muranyi), jsou jednotlivé mikroorganismy 
vůči plazmové sterilizaci rozdílně odolné. Zatímco inaktivace kvasinek probíhá bez větších 
obtíţí, plíseň Aspergillus niger podléhá působení plazmatu aţ za náročnějších podmínek. 
Autoři označují tento druh jako doposud nejodolnější a domnívají se, ţe to můţe být 
způsobeno tím, ţe UV záření tvoří hlavní inaktivační sloţku plazmatu. [16, 27] 
Obr. č. 7: Kolonie a konidiofor typické pro rod Trichoderma. [47, 48] 
2.2 Mikroorganismy a prostředí 
2.2.1 Obecné podmínky přežívání a usmrcování mikroorganismů 
Ţivotní projevy mikroorganismů, jejich rozmnoţování a vývoj jsou těsně spjaty s vnějším 
prostředím. Aby se mohly rozmnoţovat, musí být v prostředí jak dostatečné mnoţství surovin 
pro syntézu buněčné hmoty a dostatek zdrojů vyuţitelné energie, tak i vhodné fyzikální, 
chemické a biologické podmínky. [1] 
Mikroorganismy se mohou vnějším podmínkám do určité míry přizpůsobit. Můţe jít o 
změnu enzymového vybavení, genové exprese, modifikaci sloţení nebo tvaru buňky s cílem 
zvýšit odolnost vůči nepříznivým podmínkám prostředí. Mikrobiální buňky jsou také schopny 
do určité míry měnit vlastnosti prostředí ve svém okolí (např. změna pH). Pohyblivé druhy 
mají moţnost pohybovat se do prostředí, ve kterém jsou ţivotní podmínky nejpřijatelnější. 
Schopnost adaptace je ovšem omezena určitým limitem. Znamená to, ţe mikroorganismy jsou 
vystaveny celé řadě nepříznivě působících faktorů, které v praxi uţíváme v boji proti nim. 
Mezi tyto vlivy patří především teplota, záření, nedostatek vody a ţivin, nevhodné pH a 
podobně. Antibióza neboli negativní působení jiných mikroorganismů a produktů jejich 
metabolismu má rovněţ svůj význam, v této práci však nebude dále rozvedena. [2, 9, 48] 
Pokud působíme nepříznivě na populaci mikroorganismů, dochází k jejímu postupnému 
odumírání. Toto probíhá podle logaritmické křivky čili konstantní rychlostí. Aţ ke konci se 
rychlost odumírání zpomaluje, protoţe naţivu zůstávají odolnější jedinci. Obecně platí, ţe 
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počet usmrcených buněk závisí nejen na intenzitě smrtícího činitele, ale i na době jeho 
působení. Dále platí, ţe čas potřebný k usmrcení mikrobů závisí na jejich výchozím počtu. 
Účinnost antimikrobiálního agens se dále odvíjí od druhu mikroba a jeho fyziologického 
stavu (spory a vláknité houby jsou odolnější), od ochranného vlivu prostředí (přítomnost 
organický látek, pH, voda, vlastnosti materiálu) a v případě chemikálií ještě od vlivu teploty 
(za vyšší teploty působí intenzivněji). Z tohoto vyplývá, ţe teoreticky není moţné dosáhnout 
absolutní sterility, lze se k ní ovšem v praxi velmi přijatelně přiblíţit. Při praktickém 
provedení je poţadováno dosaţení pravděpodobnosti přeţití 10-6 a méně. [2, 9] 
2.2.2 Inaktivační charakteristika 
Pro vyjádření kinetiky inaktivačního procesu se pouţívá grafické znázornění v podobě tzv. 
letalitní křivky. U konvenčních metod je nejčastěji uţívána ve vztahu k teplotě, kdy je 
definována jako závislost letální teploty t na době τ potřebné pro usmrcení daného 
mikroorganismu za daných podmínek. Její analýzou se dá určit tzv. termální smrtící doba, 
která udává nejkratší čas potřebný k usmrcení mikroorganismu za dané teploty a přesně 
specifikovaných podmínek. Při sníţení zvolené teploty prudce stoupá doba potřebná 
k usmrcení mikroorganismů. Tento fakt je velmi významný zejména pro potravinářskou praxi. 
Letalitní křivka má matematický tvar 
           ,          (1) 
kde k a q jsou konstanty, jejichţ velikost je dána druhem mikroorganismu a podmínkami 
vnějšího prostředí během sterilizačního procesu. [2] 
Z opačného pohledu lez konstruovat inaktivační křivku (křivku přeţívání). Vyjadřuje 
vztah mezi počtem přeţívajících mikroorganismů (CFU – colony forming units) v určitém 
objemu a dobou inaktivačního zákroku. Matematicky je popsána rovnicí 
    
    
  
      ,        (2) 
kde N0 je počáteční koncentrace mikroorganismů, N(t) je koncentrace ţivotaschopných 
mikroorganismů po působení sterilizačního média v čase t, k je rychlostní konstanta 
inaktivace. Bývá nejčastěji sestrojena v semilogaritmickém měřítku, kdy CFU je vyneseno 
logaritmicky na vertikální ose a čas lineárně na ose horizontální. V případě konvenčních 
sterilizačních metod jde většinou o jednoduchou křivku s lineárním nebo exponenciálním 
průběhem. [9, 43, 44] 
Pro popis účinnosti sterilizačního procesu jsou uţívány dva parametry, a to D hodnota a 
inaktivační faktor (IF). D hodnota (decimal value) pochází ze studií sterilizací teplem. Je 
definována jako čas potřebný pro redukci původní koncentrace mikroorganismů o 90%. 
Pokud se křivka inaktivace vynáší v semilogaritmickém měřítku, vyjadřuje se D hodnota jako 
čas nutný k redukci o log10. Čím je D hodnota menší, tím je sterilizační zásah účinnější. Můţe 
být vyjádřena vztahem 
  
 
           
 ,          (3) 
kdy Ns je koncentrace přeţivších mikroorganismů, t je čas potřebný ke zničení 90% původní 
populace, N0 je původní populace. Inaktivační faktor udává procento inaktivovaných 
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mikroorganismů po určitém sterilizačním zásahu. Jeho uţití je pro praxi velmi výhodné, 
protoţe přímo odráţí účinnost sterilizačního procesu (ukazuje mnoţství buněk, které budou 
ţivotaschopné i po sterilizaci). [25, 43–45] 
Jak bylo řečeno výše, má inaktivační křivka v případě konvenčních sterilizačních metod 
jednoduchý tvar. Pokud je uţito jako sterilizační médium plazma, je situace odlišná. Křivka 
můţe být sice také jednoduchá, ale nejčastěji bývá multisměrnicová. Případ jednoduché 
(jednofázové) křivky je popsán např. Hermannem nebo Laroussim, dvoufázovou křivku 
popisuje skupina Kelly-Wintenberg nebo Montie. Existenci křivky třífázové zdokumentoval 
Moisan. Tato skutečnost ukazuje, ţe sterilizace plazmatem je komplexním procesem, kdy 
spolupůsobí celá řada faktorů (typ mikroorganismu, nosného materiálu, pracovního plynu, typ 
expozice, mnoţství buněčných vrstev, příspěvek UV záření). [43] Všechny tři typy křivek 
jsou schematicky zachyceny na obrázku č. 8.  
Pro výboje buzené za nízkého tlaku byl popsán třífázový průběh (viz. obrázek č. 8 c). 
V první fázi působí UV záření na jednotlivé izolované spory, popř. na první vrstvu 
nanesených spor, D hodnota je malá. Druhá fáze má nejpomalejší kinetiku, dochází k erozi 
mikroorganismů účinkem aktivních částic. Třetí fáze má D hodnotu podobnou fázi první, 
dochází k degradaci DNA ještě stále ţivých spor. [43] 
Pokud jde o výboj buzený za atmosférického tlaku a hlavním inaktivačním mechanismem 
je UV záření, dostáváme křivku dvoufázovou. První fáze je rychlá (D hodnota je nízká), coţ 
je způsobeno velmi omezenou penetrací UV záření. Dochází k efektu stínění, kdy spory 
navzájem tvoří ochrannou bariéru. Proto je druhá fáze mnohem pomalejší, protoţe musí 
nejprve dojít k odstranění zdrojů stínění erozí, a teprve poté probíhá inaktivace UV zářením. 
[43, 44] 
U řady atmosférických výbojů není UV záření hlavním mechanismem inaktivace. Byly 
popsány křivky jednoduché (viz. obrázek 8 a) nebo dvoufázové (viz. obrázek 8 b). U nich 
platí, ţe D hodnota druhé fáze je větší, neţ D hodnota první fáze. Dochází nejprve k působení 
aktivních částic plazmatu na vnější membránu a aţ poté k rychlé redukci počtu 
mikroorganismů v důsledku těchto poškození. [43, 44] 
Podrobné rozebrání inaktivačních mechanismů uplatňujících se v plazmatu bude uvedeno 
dále.  
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Obr. č. 8: Typy inaktivačních křivek. [45] 
a – jednoduchá, b – dvoufázová, c – třífázová 
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2.2.3 Faktory nepříznivě působící na mikroorganismy 
2.2.3.1 Teplota 
Pro kaţdý druh mikroorganismu můţeme stanovit určité teplotní body, které mají pro jeho 
ţivot zásadní význam. Jedná se o minimální a maximální růstovou teplotu, kdy se přestávají 
mnoţit, a o teplotu optimální, která je pro jejich rozmnoţování nejvhodnější. Technologicky 
je velmi významná skutečnost, ţe teplota vhodná pro rozmnoţování nemusí vést 
k maximálním výtěţkům poţadovaných produktů. Minimální teplota růstu je dána tím 
enzymem, jehoţ aktivita je nejcitlivější k nízkým teplotám. Při maximální teplotě dochází 
k zastavení růstu vlivem tepelné destrukce bílkovin. Obecně platí, ţe prokaryotní 
mikroorganismy mají hodnotu maximální teploty vyšší neţ eukaryota. Pokud teplota i jen na 
krátkou dobu vybočí z intervalu mezi oběma krajními body, dojde k teplotnímu šoku, který 
část populace nepřeţije. U některých mikroorganismů se tvoří tzv. teplotně šokové proteiny 
(HSP), které pomáhají buňce vyrovnat se s výkyvy metabolismu. Další zvyšování teploty 
však vede k postupnému usmrcení mikrobiálních buněk. Tyto dopady jsou způsobeny 
denaturací některých růstových enzymů a poškozením cytoplazmatické membrány, coţ vede 
k lýzi. Denaturace je zpočátku reverzibilní, avšak se zvýšením teploty a doby působení jsou 
změny jiţ nevratné. Smrtící účinky vysokých teplot se kvantitativně vyjadřují tzv. smrtící 
(letální) teplotou, coţ je nejniţší teplota, při které je organismus usmrcen během určité doby 
za přísně definovaných podmínek. Platí tedy, ţe jakákoliv teplota vyšší neţ maximální 
růstová teplota, usmrcuje mikroby, pokud působí dostatečně dlouhou dobu [1, 9] 
Chlad působí na některé mikroorganismy nepříznivě, většina druhů je ovšem schopna 
přeţívat teploty niţší neţ je minimální růstová teplota poměrně dlouhou dobu. Metoda 
lyofilizace se dokonce pouţívá ke konzervaci sbírkových kmenů. Nejúčinnější je vyvolání 
tzv. chladového šoku nebo pomalé zmraţování. O chladovém šoku hovoříme v případě, jsou-
li mikroorganismy přeneseny z optimální teploty na teplotu kolem 0 °C. Dochází tak 
k usmrcení části populace. Podobné účinky má pomalé zmraţování, kdy se v buňkách tvoří 
velké krystaly ledu, jeţ je poškozují. Škodlivé je také opakované mraţení a rozmraţování. 
Obecně však platí, ţe zmrazením dosáhneme zastavení činnosti mikroorganismů, nikoliv 
účinného usmrcení všech přítomných jedinců. Rozmraţené potraviny naopak rychleji 
podléhají zkáze, a to díky narušení tkání a pletiv krystalky ledu. [1, 9] Na obrázku č. 9 je graf 
znázorňující vztah mezi teplotou a schopností rozmnoţování mikroorganismů.  
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Obr. č. 9: Vliv teploty na rychlost rozmnoţování mikroorganismů. [1] 
(1 – Escherichia coli, 2 – Lactobacillus delbrueckii subsp.delbrueckii) 
τ – teplota [°C], r – počet generací/h 
2.2.3.2 Záření 
Elektromagnetické vlnění různých vlnových délek se značně liší svými fyziologickými 
účinky na mikroorganismy. Negativně působí zejména ionizační a UV záření, dále pak záření 
viditelné. Nejcitlivější na účinky záření jsou molekuly DNA. [1, 9] 
Vlnění o nejdelších vlnových délkách, tj. infračervené záření a Hertzovy vlny, samy o 
sobě pravděpodobně smrtící účinek na mikroorganizmy nemají a působí pouze svými 
tepelnými účinky. [1] 
UV záření (100–400 nm) má nejvýraznější smrtící účinky při vlnové délce 260–265 nm, 
kdy je nejúčinněji absorbováno právě DNA a konjugovanými vazbami bílkovin. Dochází 
k tvorbě kovalentních vazeb mezi sousedními pyrimidiny, vznikají také pro buňku toxické 
peroxidy a ozón. Účinkům UV záření obecně odolávají lépe mikroorganismy s obsahem 
karotenoidních barviv. Dále platí, ţe bakteriální spory, kvasinky a plísně jsou odolnější neţ 
vegetativní bakteriální buňky. Účinky UV záření jsou výrazně sníţeny současným působením 
světla viditelného (popř. jeho uţitím do několika hodin po ozáření UV světlem), neboť je tak 
umoţněno zpětné rozštěpení pyrimidinových dimerů. Tento proces označujeme jako 
fotoreaktivaci (fotoreparaci). [1, 9] 
I kdyţ je viditelné světlo (380–760 nm) důleţitým zdrojem energie pro fototrofní 
mikroorganismy, můţe na mikrobiální buňky působit škodlivě. Některé buněčné sloţky, např. 
cytochromy, mohou absorbovat světelnou energii, aktivovat se a tuto energii předat molekule 
O2 za vzniku singletového kyslíku 
1
O2. Jde o vysoce účinné oxidační agens, které buňku zničí. 
Celkový mechanismus působení viditelného světla však nebyl doposud uspokojivě objasněn. 
[1, 9] 
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Ionizační záření o vlnové délce kratší neţ 10 nm (paprsky gama, kosmické a Roentgenovo 
záření) má na některé mikroby poměrně silné účinky. Díky vysoké energii záření dochází 
k vyráţení elektronů z molekul, jeţ ho absorbovaly, coţ vede k tvorbě hydroxylových (OH∙) a 
superoxidových (O2
-) radikálů a oxiranů. Ionizační záření působí na citlivé molekuly také 
přímo. U DNA dochází k indukci zlomů chromozomů. Opět platí, ţe plísně a kvasinky jsou 
odolnější neţ bakterie. U bakterií není pozorována zvýšená odolnost spor oproti vegetativním 
buňkám, jak je tomu obvyklé při působení teploty. Nejvíce radiorezistentní jsou kokovité 
mikroorganismy s vysokou katalázovou aktivitou (r. Micrococcus). Zajímavé je, ţe pro 
inaktivaci mikroorganismů je potřeba asi 104 krát vyšší dávky, neţ je smrtící dávka pro 
člověka. Účinnost záření je negativně ovlivňována zvýšeným obsahem redukujících látek 
v prostředí, špatně působí také ve zmraţené nebo vysušené matrici. [1, 9, 51] 
Záření beta má podobné účinky jako gama záření, avšak jeho pronikavost hmotou je 
mnohem menší. Na druhou stranu se lépe usměrňuje a dozuje, takţe lze očekávat jeho 
soustředěnější účinek (materiálu předává energii velmi snadno). [1, 51]  
2.2.3.3 Ultrazvuk 
Zvukové vlny o frekvenci vyšší neţ 20 kHz (ultrazvuk) působí na mikroorganismy letálně 
tehdy, mají-li poměrně velkou intenzitu (kolem 10 W∙cm-2) a nízký kmitočet (kolem 20 kHz). 
V tomto případě jde o tzv. kavitační ultrazvuk, který působí na ţivé organismy tím, ţe 
v důsledku kmitání vzniká prudká pulsace buněčných membrán a cytoplazmy. Tím se místy 
opakovaně silně sniţuje a zvyšuje tlak. V místech o nízkém tlaku se tvoří trhliny, kam 
difundují plyny rozpuštěné v kapalině. Při náhlém stlačení těchto kavitačních bublin vzniká 
obrovský tlak, který porušuje buňky a usmrcuje je. Některé chemické sloučeniny se vlivem 
intenzivního ultrazvuku rozkládají, coţ můţe rovněţ nepříznivě působit na mikroorganismy. 
Nejcitlivější jsou dlouhé tyčinkovité a vláknité mikroorganizmy, kdeţto koky a kvasinky jsou 
poměrně odolné. [1] 
2.2.3.4 pH 
Koncentrace vodíkových iontů má na růst i činnost mikroorganismů významný vliv. Kaţdý 
druh se můţe rozmnoţovat pouze v určitém rozmezí pH, pro většinu jsou nejvhodnější 
hodnoty blízké neutrálním hodnotám (pH 6 aţ 8). Nejcitlivější na dodrţování optimálního 
rozmezí jsou kvasinky (pH 4,2 aţ 5,5), zatímco u většiny plísní je tolerance daleko větší (pH 
1,2 aţ 11,0). Extrémní pH můţe mikroorganismy usmrtit. Příčinou je inhibice enzymů a 
transportních bílkovin anebo téţ přímé poškození cytoplazmatické membrány. [1, 9] 
pH prostředí ovlivňuje také odolnost buněk ke zvýšeným teplotám. Odolnost je tím menší, 
čím větší je odchylka od optimálního pH. Kyselé pH zabraňuje klíčení spor některých 
bakterií, čehoţ se vyuţívá v potravinářství. Technologický význam má poznatek, ţe změnou 
pH lze zvýšit produkci určitých poţadovaných metabolitů (regulace extracelulárních 
enzymů). [1] Na obrázku č. 10 je křivka vystihující vliv pH na růst mikroorganismů.  
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Obr. č. 10: Vliv pH na růst Escherichia coli. [1] 
r – počet generací/h 
2.2.3.5 Voda a její dostupnost 
Voda představuje nezbytnou sloţku mikrobiálních buněk, činí aţ 80% jejich ţivé váhy. 
Část vody v nitru buňky je vázána na různé buněčné struktury, volně přístupné molekuly pak 
slouţí jako rozpouštědlo. Účastní se mnoha biochemických reakcí a vzhledem ke své polární 
povaze ovlivňuje tvar a stavbu řady polymerů, zejména bílkovin. [1, 9] 
Stupeň dostupnosti vody se označuje jako vodní aktivita (aw). Matematicky se vyjadřuje 
jako podíl tlaku vodní páry nad příslušným roztokem (Proztok) vůči tlaku vodní páry nad čistou 
vodou (Pvoda) 
aw = Proztok / Pvoda          (4) 
Čím je vyšší koncentrace rozpuštěných látek, případně osmotický tlak, tím niţší je vodní 
aktivita. [1] 
Pokud sníţíme vodní aktivitu prostředí (vysušením, přídavkem vhodných chemikálií), 
zabráníme činnosti většiny mikrobů. Odolné mikroorganismy jako plísně však vysušení 
přeţijí. [1, 9] 
2.2.3.6 Povrchové napětí 
Povrchově aktivní látky (tenzidy)jsou sloučeniny, jeţ obsahují hydrofobní i hydrofilní část 
molekuly a způsobují sníţení povrchového napětí kapalin, čímţ zvyšují smáčivost 
mikroorganismů. Rozlišují se tenzidy kationaktivní, anionaktivní a neionogenní (podle typu 
hydrofobní části). Mají schopnost hromadit se na rozhraní dvou fází, a tudíţ také na povrchu 
buněk mikroorganismů v kapalném prostředí. [1] 
Z hlediska praktického vyuţití má největší význam skupina kationaktivních tenzidů, 
zejména pak kvartérní amoniové sloučeniny (KAS). Způsobují porušení buněčné stěny a 
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cytoplazmatické membrány, včetně narušení funkce membránových enzymů. Jsou účinné jiţ 
při velmi nízké koncentraci, avšak pouze na úzké spektrum mikroorganismů. Nevýhodou je 
také jejich malá smáčivost. [1, 9] 
Anionaktivní tenzidy mají negativní účinky na cytoplazmatickou membránu, způsobují 
také denaturaci bílkovin a jejich rozdělení na podjednotky. Uţ při nízkých koncentracích 
pronikají do buněk a ovlivňují jejich metabolismus. Jedná se o intenzivní smáčedla, coţ vede 
k zvýšení účinnosti dezinfekčních prostředků. [1] 
Neionogenní tenzidy mají na mikroorganismy naopak pozitivní účinky, napomáhají 
rozptýlení buněk v prostoru, a tím i ke zlepšení příjmu a vylučování látek. Tím dochází 
k zrychlení růstu i špatně se rozmnoţujících mikroorganismů, čehoţ se vyuţívá v laboratorní 
praxi. [1] 
2.2.3.7 Oxidoredukční potenciál 
Kaţdé prostředí vykazuje určitý oxidoredukční potenciál EH, který je dán přítomností 
oxidačních nebo redukčních činidel. Vyjadřuje se jako rozdíl potenciálu mezi platinovou 
elektrodou umístěnou do daného prostředí a normální vodíkovou elektrodou. Je-li pozitivní, 
převládají v prostředí podmínky oxidující a bude vyhovovat aerobům, v opačném případě pak 
anaerobům. Mechanismus tohoto působení spočívá v regulaci funkcí některých enzymů. 
K nejdůleţitějším oxidačním činidlům patří kyslík, dusičnany, ţelezité ionty a peroxidy, 
k nejčastěji se vyskytujícím redukujícím činidlům pak ţeleznaté ionty, vodík, sloučeniny se 
sulfhydrylovou skupinou nebo s reaktivními dvojnými vazbami. [1, 9] 
2.2.3.8 Osmotický tlak 
Dalším významným faktorem je osmotický tlak, jehoţ se vyuţívá při konzervaci potravin. 
Samotná mikrobiální buňka má ve svém nitru osmotický tlak o velikosti 0,35 aţ 0,6 MPa, 
protoţe cytoplazma obsahuje řadu rozpuštěných látek. Tomuto vnitřnímu tlaku říkáme turgor. 
Mikroorganismy jsou v hypotonickém prostředí chráněny pevnou buněčnou stěnou, takţe 
nedochází k lýze, byť je koncentrace rozpuštěných látek v cytoplazmě vyšší neţ v roztoku. 
Pokud dojde ve vnějším prostředí ke zvýšení koncentrace rozpuštěných látek, osmotický tlak 
se zvýší. Buňka se tak dostane do prostředí hypertonického, dojde k plazmolýze (ztrátě vody), 
a tím i k zástavě mnoţení. V případě, ţe se mikroorganismus dostane do prostředí 
izotonického, dojde k rehydrataci a obnovení ţivotních funkcí buňky. [1, 9] 
2.2.3.9 Hydrostatický tlak 
Mikroorganismy se většinou rozmnoţují za normálního tlaku, zvýšení tlaku na 10 aţ 
20 MPa mnoţení zpomalí a hodnoty 30 aţ 40 MPa proces rozmnoţování zcela zastaví. 
Účinky vysokého tlaku lze zmírnit zvýšením teploty. [1] 
Mechanismus nepříznivého účinku vysokého tlaku nebyl dosud objasněn. Působí 
nepříznivě na tvorbu buněčné stěny, způsobuje anomálie v dělení buněk v důsledku zastavení 
replikace DNA. Pro usmrcení mikroorganismů je však potřeba tlaků velmi vysokých (600 aţ 
700 MPa) po dobu několika minut aţ hodin. Tlaky o velikosti několika desítek MPa indukují 
klíčení spor, které lze pak teplotně inaktivovat za uţití niţších teplot. [1] 
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2.2.3.10 Elektrický proud 
Střídavý elektrický proud o malých intenzitách (30 aţ 100 mA) nemá na mikroorganismy 
nepříznivý vliv, můţe působit dokonce stimulačně. Vyšší intenzity působí negativně díky 
tepelným účinkům. [1] 
Stejnosměrný elektrický proud mikroorganismy negativně ovlivňuje elektrolytickými 
účinky, protoţe v důsledku elektrolýzy mohou vznikat mikrobicidní sloučeniny. [1] 
2.2.3.11 Mechanické vlivy 
Mikroorganismy jsou vzhledem ke své velikosti a pevné buněčné stěně velmi odolné vůči 
působení mechanických vlivů. V laboratorní praxi se pouţívá různých metod pro získání 
buněčných komponent. Jde o uţití abrazivního materiálu, pomalého opakovaného zmrazování 
a roztávání, protlačování štěrbinou za vysokého tlaku. Ţádná z uvedených metod však 
nepoškozuje všechny buňky (v ideálním případě 80 aţ 90%). [1] 
2.3 Standardní dekontaminační postupy 
2.3.1 Definice pojmů 
Mikroorganismy jsou všudypřítomné a pravdou je, ţe ţivot na Zemi by bez nich nebyl 
moţný. Přesto je člověk často nucen nechtěné mikroorganismy eliminovat či inaktivovat, a to 
z prostředí, předmětů, nejrůznějších materiálů, ţivých tkání apod. Činí se tak pomocí 
dezinfekčních a sterilizačních postupů a antimikrobiálních látek. V úvodu této kapitoly proto 
uvádím důleţité pojmy, které s těmito postupy souvisí. Jedná se o termín dekontaminace, 
dezinfekce, sanitace a sterilizace. [9] 
Dekontaminace je chápána jako souborný název pro všechny ostatní termíny, které se pak 
od sebe liší dosaţeným stupněm čistoty. Definujeme ji jako proces usmrcení anebo odstranění 
znečišťujících látek a mikroorganismů z ploch a předmětů včetně usmrcení mikroorganismů, 
bez ohledu na stupeň sníţení jejich počtu. [50] 
Dezinfekce znamená odstranění původců infekce, jinými slovy jde o soubor opatření, 
jejichţ cílem je přerušit cestu původce nákazy od jejího zdroje k vnímavému jedinci. 
Dezinfikovaný předmět je tedy bezpečný z hlediska šíření infekce, můţe však obsahovat 
ţivotaschopné nepatogenní organismy. Vlastní dezinfekci by měla předcházet mechanická 
očista předmětu, která sníţí výchozí počet mikrobů a odstraní ochranné organické látky. 
Tomuto procesu říkáme sanitace. [9, 50] 
Nejvyšším stupněm dekontaminace je sterilizace. Jedná se o eliminaci všech forem ţivota 
zahrnující vegetativní buňky, jejich vysoce rezistentní spory, mikroskopické houby a viry, a 
dále také vývojová stádia protozoí, případně helmintů (červů). Dále existují specifické 
dekontaminační procesy, jako je např. konzervace obvyklá zejména v potravinářství. Jde o 
úmyslný zásah, který umoţňuje udrţení tkání, potravin a materiálů po poţadovanou dobu 
v nezměněném stavu. [1, 3, 9, 44] 
Obecně můţeme dekontaminační postupy rozdělit na fyzikální, chemické nebo 
kombinované. Přitom platí, ţe sterilizační postupy jsou povahy převáţně fyzikální, 
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dezinfekční pak charakteru vesměs chemického. Některé chemické postupy jsou natolik 
účinné, ţe jejich výsledkem je praktická sterilita dezinfikovaných předmětů. Tyto postupy se 
označují termínem vyšší stupeň dezinfekce a uţívají se u předmětů, které nelze podrobit 
sterilizaci. Důvodem bývá nejčastěji citlivost materiálu nebo finanční nedostupnost vhodné 
techniky. Značnou nevýhodou chemických postupů je jejich negativní vliv na obsluhu 
zařízení či na ţivotní prostředí. Pravdou tedy zůstává ta skutečnost, ţe nejúčinnější je 
preventivní přístup, neţ snaha ničit mikroby, které jiţ někam pronikly. [9, 44] 
Stupeň účinnosti jednotlivých postupů se můţe vyjádřit pojmy s příponami -statický a  
-cidní. Prvním označujeme reverzibilní zástavu mnoţení, druhým pak usmrcení 
mikroorganismů. Výraz antimikrobiální potom zahrnuje obojí. [9] 
2.3.2 Fyzikální postupy sterilizace a dezinfekce založené na působení tepla 
Existuje celá řada postupů, které vyuţívají účinků tepla. Je však zřejmé, ţe jejich pouţití 
není univerzální, ať uţ z důvodu náchylnosti materiálů k vysokým teplotám nebo 
nedostatečné účinnosti metody. Sterilizace plamenem je sice bleskově účinná, bohuţel většinu 
sterilizovaných předmětů ničí. V praxi je důleţitá horkovzdušná sterilizace a autoklávování. 
Další postupy, jako pasterizace, var, frakcinovaná sterilizace nebo tyndalizace se sice tradičně 
řadí k sterilizačním postupům, ale jiţ nejsou dostatečně spolehlivé. Své uplatnění nalézají 
v některých specifických oblastech. [1, 9] 
2.3.2.1 Horký vzduch 
Při horkovzdušné sterilizaci se vyuţívá obvykle teplot mezi 160 °C aţ 180 °C obyčejně po 
dobu 2 hodin. Výhodou je, ţe přístroje k tomu uţívané, tedy horkovzdušné sterilátory, jsou 
poměrně levné. Nevýhodou je, ţe sterilizovat se takto dají jen předměty z odolných materiálů 
(sklo, porcelán). [1, 9] 
Mechanismem účinku horkého vzduchu se zdá být denaturace bílkovin. Prakticky všechny 
nesporolující mikroby jsou při 180 °C usmrceny do 5 minut. Viry jsou citlivější, s výjimkou 
viru hepatitidy B, jenţ se v krvi inaktivuje při 160 °C aţ za 60 minut. Vůči suchému teplu 
jsou nejodolnější bakteriální spory, ty nejrezistentnější se zničí při 180 °C aţ za 15 minut. [9] 
2.3.2.2 Pára pod tlakem 
Vyuţití vlhkého tepla za zvýšeného tlaku neboli autoklávování je povaţováno za jednu 
z nejúčinnějších a ekonomicky příznivých sterilizačních metod. Umoţňuje ošetření širokého 
spektra materiálů, autoklávovat lze kov, sklo, porcelán, obvazový materiál, bavlněné a lněné 
prádlo, některé roztoky, poměrně málo druhů plastů, a také gumové předměty. Pracuje se za 
teplot 120 aţ 130 °C při přetlaku 0,1 aţ 0,15 MPa. Jako bioindikátor sterilizace parou je 
uţíván Geobacillus stearothermophilus. [1, 9, 22] 
Mechanismus likvidace mikroorganismů spočívá v tom, ţe dostane-li se pára do styku 
s chladnějšími předměty, kondenzuje na vodu a současně vydá velké mnoţství kondenzačního 
tepla. To usmrtí přítomné mikroorganismy tepelnou denaturací bílkovin, rozkladem 
nukleových kyselin a porušením buněčných membrán. Doby expozice jsou pro tento typ 
sterilizace o hodně kratší oproti horkovzdušné sterilizaci, i kdyţ probíhá za niţších teplot, 
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protoţe se jedná o vlhké teplo, a to je mnohem účinnější na likvidaci mikroorganismů neţ 
suché teplo. [1, 9] Tento trend je znázorněn v tabulce č. 1.  
Tabulka 1: Sterilizační podmínky pro horkovzdušnou sterilizaci a sterilizaci vlhkým teplem. 
[44] 
Sterilizace horkým vzduchem Sterilizace vlhkým teplem 
Teplota [C] Expozice [min] Teplota [C] Expozice [min] 
160 120 121 15 
170 60 126 10 
180 30 134 3 
2.3.2.3 Var 
Var v ţádném případě nelze povaţovat za sterilizační postup. I kdyţ většina bakterií, virů a 
kvasinek bývá varem zničena během 2 minut, spory Clostridium botulinum a C. tetani mu 
odolávají 5 i více hodin, spory termofilních mikrobů ho přeţívají úplně. Rovněţ virus 
hepatitidy B mu můţe odolávat více neţ 30 minut. [9] 
2.3.2.4 Frakcinovaná sterilizace 
Ke zničení spor v termolabilních roztocích, které nelze autoklávovat, se učívá tzv. 
frakcinovaná sterilizace. Jedná se o trojnásobné opakované zahřívání na 30 minut při 100 °C 
proloţené inkubací při 37 °C přes noc. Přepokládá se, ţe první zahřátí zničí vegetativní formy 
mikrobů, přítomné spory pak při 37 °C vyklíčí, vzniklé vegetativní buňky se zlikvidují dalším 
zahřátím a případné zbylé spory zmizí po druhé inkubaci a třetím zahřátí. [9] 
2.3.2.5 Pasterizace 
Jako pasterizace se označují tepelné technologické postupy slouţící ke sníţení počtu 
mikrobů v potravinách a nápojích (pivo, víno, mléčné výrobky) uţívajících teploty do 100 °C. 
Dochází i inaktivaci nesporulujících patogenů a mikroorganismů zkracujících údrţnost dané 
potraviny. U mléka se pouţívá takový stupeň pasterace, aby došlo k zachování bakterií 
mléčného kvašení, které přirozeně brání rozvoji hnilobných mikroorganismů. [1, 9] 
Rozeznáváme dlouhodobou pasterizaci – půlhodinové zahřátí na zhruba 62 °C, 
krátkodobou pasterizaci – zahřátí na 72–75 °C po dobu 15–20 sekund, a mţikové zahřátí aţ 
na 85 °C. [9] 
2.3.2.6 Tyndalizace 
Tyndalizace se uţívá u extrémně termolabilních roztoků. Postup je podobný frakcinované 
sterilizaci, ale zahřívá se aţ šestkrát a na niţší teploty – i na pouhých 60 °C. [9] 
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2.3.3 Fyzikální postupy sterilizace a dezinfekce založené působení záření 
2.3.3.1 Ultrafialové záření 
Ač teoreticky a experimentálně je UV záření poměrně účinné, s jeho praktickým 
uplatněním nelze příliš počítat. Neproniká totiţ do hloubky a na zastíněné straně předmětů se 
tedy nemůţe uplatnit. Jeho zdrojem jsou tzv. germicidní zářiče, jejichţ účinnost však s dobou 
pouţívání rychle klesá. Dosah mikrobicidního působení UV paprsků je poměrně malý, 
obvykle činí 30–50 cm. UV záření lze s poměrnou spolehlivostí uţít k doplňkové dezinfekci 
či dekontaminaci relativně čistých a prázdných pracovních ploch nebo vzduchu. Zdroje UV 
záření však musí být umístěny tak, aby nedošlo k ohroţení zraku pracovníků. [1, 9] 
2.3.3.2 Infračervené záření 
Infračervené záření působí baktericidně jen svým tepelným účinkem. Pokud dosáhneme po 
dobu 20 minut teploty asi 180 °C, splní se parametry potřebné pro horkovzdušnou sterilizaci. 
[9] 
2.3.3.3 Ionizační záření 
K tzv. radiační sterilizaci (radiopasteraci) se vyuţívá pronikavého gama záření například 
z radioizotopu 
60
Co nebo 
137
Cs. Ionizačním zářením lze sterilizovat jen nepatrně 
kontaminované předměty. Výhodou je, ţe proniká jak obaly, tak sterilizovaným materiálem, a 
to bez negativního zvýšení teploty. Podporuje ovšem oxidaci. V některých státech je povoleno 
pouţít radiace ke konzervaci a k prodlouţení doby skladovatelnosti potravin. Jde např. o 
potlačení klíčivosti brambor a cibule, v USA se běţně uţívá pro povrchovou dekontaminaci 
masa, často bývají ozařovány jahody a koření. Další moţností je sterilizace plastového 
laboratorního a lékařského vybavení, a také farmaceutických produktů. Uţití této metody však 
podléhá přísným předpisům, je nutné dodrţet maximální povolenou dávku záření. Vysoké 
dávky způsobují narušení organoleptických a konzistenčních vlastností potravin, byla popsána 
degradace polypropylenu. Další nevýhodou metody je vysoká pořizovací i provozní cena 
zařízení. [1, 2, 16, 51, 52] 
2.3.4 Ultrazvuk 
Smrtící účinek ultrazvuku na mikroby nikdy není stoprocentní. V praxi lze ale dobře vyuţít 
ultrazvuku k čištění dutých nástrojů před vlastní sterilizací. [9] 
2.3.5 Filtrace 
Filtrace je mnohdy vynikající způsob, jak se dají mikroby odstranit z daného prostředí. 
V praxi se uţívá ke sníţení mikrobiální kontaminace choulostivých roztoků a vzduchu. Jako 
filtrační materiál slouţí porcelán, slinuté sklo, infusoriová hlinka, umělohmotné náhraţky 
azbestu a další. V posledních letech jsou tyto filtry nahrazovány membránovými filtry, které 
jsou vyrobeny z nitrocelulózových a jiných syntetických materiálů. Nejspolehlivějším systém 
filtrace vzduchu jsou tzv. HEPA-filtry, které jsou schopny odstranit aţ 99,97% částic o 
velikosti 0,3 µm. [9] 
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2.3.6 Plazmová sterilizace 
Plazmovou sterilizací, kterou se zabýváme v této práci, rozumíme vystavení 
mikroorganismů účinkům elektrického výboje v prostředí plynu. Plyn nemá za normálních 
podmínek biocidní účinky, tyto jsou aktivovány aţ působením elektrického výboje a 
deaktivovány bezprostředně po vypnutí budícího zdroje. Z tohoto důvodu je tato metoda 
zařazena mezi postupy fyzikální, protoţe vznik chemických agens je zcela závislý na 
fyzikálních vlastnostech plazmatu. [44] 
2.3.7 Chemické postupy sterilace a dezinfekce 
K chemickým postupům sterilizace a dezinfekce se uţívají dezinfekční látky, tzv. biocidy. 
Lze je rozdělit podle chemické struktury: [9] 
 oxidační činidla 
 halogeny 
 alkylační činidla 
 cyklické sloučeniny 
 alkálie a kyseliny 
 sloučeniny těţkých kovů 
 alkoholy 
 povrchově aktivní látky  
 ostatní sloučeniny a kombinované látky 
Základním znakem chemických postupů je, ţe dochází ke specifickému účinku chemikálií 
na mikroorganismy v prostředí. Dochází nejčastěji k oxidaci, hydrolýze, tvorbě solí 
s bílkovinami, koagulaci bílkovin, poruchy membrán nebo inaktivaci enzymů. Většina 
antimikrobiálních látek ovšem nepůsobí úzce specificky. Některé biocidy jsou natolik účinné, 
ţe výsledkem jejich působení je prakticky sterilita. [1, 9] 
Mechanismus vstupu antimikrobiálních látek není dosud zcela objasněn. Cytoplazmatická 
membrána je pro tyto sloučeniny nepropustná, v úvahu přichází volná difúze nebo v případě 
analogů transportní systém. Nejčastější je však přímé poškození buněčné stěny nebo 
cytoplazmatické membrány. [1] 
Jak jiţ bylo uvedeno výše, sterilizační účinky chemických prostředků jsou totoţné s účinky 
fyzikálních metod, nicméně je vţdy nutno brát v potaz případný vliv chemických prostředků 
na obsluhu zařízení a celkový environmentální dopad. Dalším rizikem je vznik rezistence, 
která hrozí v případech, kdy se pouţívá jeden typ prostředku po delší dobu. Můţe k tomu dojít 
přijetím genetického materiálu ve formě plasmidů nebo transpozonů, nejčastěji však mutací. 
Proto je důleţitá pravidelná kontrola účinnosti dezinfekce a obměna dezinfekčních 
prostředků. [9, 44] 
Sterilizace ehylenoxidem je v současnosti nejrozšířenější sterilizační metodou.  
2.3.7.1 Ethylenoxid 
Ethylenoxid je těkavá jedovatá kapalina s karcinogenními a mutagenními účinky. 
Vzhledem k tomu, ţe jsou jeho páry ve směsi se vzduchem výbušné, mísí se s oxidem 
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uhličitým nebo freony. Je dobře rozpustný ve vodě, rozkládá se na glykol, vodík a kyslík. 
Jeho aplikace je moţná pomocí speciálních přístrojů za zvýšeného tlaku či podtlaku a teplot 
mezi 37 °C a 55 °C. Vyšší teplota znamená i vyšší sterilizační účinek, coţ přináší významné 
zkrácení času sterilizace. [9, 22, 44]  
Nespornou výhodou je moţnost ošetření umělých hmot, kdy ethylenoxid těmito materiály 
proniká, takţe je moţné provést sterilizaci předmětů přímo v obalech. Problémem je, ţe 
ethylenoxidem ošetřené předměty je nutné ponechat někdy i mnoho dnů ve zvláštních 
prostorách řádně odvětrat. Další nevýhodou je finanční náročnost zařízení. [9, 44] 
Látka účinkuje na všechny formy mikrobů, naší pozornosti by neměla uniknout vynikající 
účinnost v likvidaci spor. Mechanismem účinku je alkylace různých chemických struktur na 
povrchu buněk. Pouţívá se ke sterilizaci zdravotnických pomůcek z termolabilních umělých 
hmot a jemných nástrojů. Jako bioindikátor sterilizace ethylenoxidem se uţívá Bacillus 
atrophaeus. [9, 22, 44] 
2.4 Plazmová sterilizace, plazma 
2.4.1 Definice pojmů 
Plazma se označuje jako čtvrté skupenství hmoty. Jedná se o kvazineutrální plyn, který 
obsahuje dostatečné mnoţství nabitých částic, jejichţ prostorový náboj vede k tzv. 
kolektivnímu chování. Pojmem kolektivní chování označujeme vzájemné působení částic 
prostřednictvím makroskopických elektromagnetických polí. Jednotlivými mikroskopickými 
poli na sebe částice působí pouze při vzájemných sráţkách. Podle toho, zda kromě nabitých 
částic (kationty, anionty, elektrony) obsahuje plazma i neutrální molekuly a atomy, 
rozdělujeme plazma na slabě a silně ionizované. [54, 55] 
Ke změně skupenství (fázovému přechodu) můţe dojít ohříváním příslušné látky na vyšší 
teplotu, neţ jsou vazebné energie jednotlivých stavů hmoty, dále působením elektrického pole 
(stejnosměrné, střídavé) nebo elektromagnetických vln. V případě plazmatu dochází k 
narušení atomárních vazeb a rozpadu velké části atomů na záporně nabité elektrony a kladné 
ionty, a tím ke vzniku ionizovaného plynu. To znamená, ţe plazma obsahuje velké mnoţství 
volně se pohybujících nabitých částic, ale také částice neutrální. [55, 56] 
V plazmatu dochází k pruţným sráţkám mezi částicemi i nepruţným sráţkám, které vedou 
k ionizaci či disociaci částic, a také k uvolnění záření různých vlnových délek. Sráţky s 
molekulami mohou vést ke vzniku volných radikálů, z nichţ se stávají prekurzory 
chemických reakcí v plazmatu. [27] 
2.4.2 Typy plazmatu 
Z teplotního hlediska lze rozdělit plazma na vysokoteplotní a nízkoteplotní. U 
vysokoteplotního plazmatu dosahuje ionizace aţ 100%, teplota elektronů je podobná teplotě 
neutrálního plynu a přesahuje hranici 107 K. Tento typ plazmatu se vyskytuje ve hmotě hvězd 
a je podstatou plazmové fúzní reakce. Z technologického hlediska je ovšem významné 
nízkoteplotní plazma, které lze dále rozdělit na izotermické (rovnováţné) a neizotermické 
(nerovnováţné). Pro izotermické je typická teplota pod 2·104 K, která je shodná jak pro 
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elektrony, tak i pro neutrální částice a plyn. Vyskytuje se např. v obloukovém výboji za 
atmosférického tlaku. Stupeň ionizace je pouze 1–10%. Teplota neizotermického plazmatu se 
pohybuje kolem 300 K (teplota neutrálního plynu a iontů), teplota elektronů však dosahuje aţ 
10
5
 K. Stupeň ionizace je podobný jako u izotermického plazmatu. Z hlediska aplikací 
plazmatu se jedná o nejrozšířenější typ. [55] 
Plazma můţeme dále posuzovat na základě tlaku, při kterém pracují zdroje plazmatu. 
Nízkotlaké plazma je vývojově starší, a tudíţ jsou mechanismy jeho působení na biologické 
systémy lépe pochopeny. Jeho značnou nevýhodou je ovšem nutnost uţití vakuových zařízení, 
coţ je nejenţe nákladné, ale brání i kontinuálnímu provozu. Nejuţívanější jsou mikrovlnné a 
radiofrekvenční výboje. Atmosférické plazma (v některých pracích označované jako 
vysokotlaké) je pro svou praktičnost a levný provoz stále více oblíbeno. Nejznámější je 
dielektrický bariérový výboj (DBD), korona, doutnavý výboj, plazma jety a další. Určitou 
nevýhodou je delší optimalizace výboje. Ten musí být stabilní, s nízkou teplotou, se 
zachovanou reaktivitou plazmatu. [24, 27, 43, 45, 68] 
2.4.3 Dielektrický bariérový výboj 
První zprávy o vyuţití dielektrického bariérového výboje (DBD) pocházejí z roku 1857, 
kdy Werner von Siemens zkoumal DBD jako moţný zdroj ozonu. Postupně našel své 
uplatnění v řadě různých průmyslových aplikací, jako jsou CO2 lasery, excimerní UV lampy, 
plazmové displeje, čištění odpadních plynů a dokonce povrchové úpravy materiálů (úprava 
smáčivosti) včetně nanášení tenkých vrstev. Vhodnost DBD pro povrchové úpravy se odvíjí 
od jeho nízké provozní teploty. Nevýhodou je ovšem moţné poškození materiálu v podobě 
důlkové koroze a delší pracovní časy. [16, 25, 27, 44, 56, 68, 69] 
Standardní DBD zařízení sestává ze dvou plochých elektrod, kdy je minimálně jedna 
z nich vyrobena z dielektrického materiálu nebo je jím alespoň pokryta. Tyto dielektrické 
bariérové vrstvy mají za úkol kontrolovat distribuci náboje a energii mikrovýbojů na povrchu 
elektrody. Nejvhodnějšími materiály pro tento účel jsou sklo, křemičité sklo, keramické nebo 
polymerní materiály. Bariérový výboj zde můţe vznikat v širokém rozmezí tlaků, nejčastěji 
však při tlacích 0,1–1 atmosféra. Vzhledem k povaze bariérové vrstvy, tj. její nevodivosti, 
musí být výboj buzen střídavým napětím, obvykle v rozsahu 1–100 kV. Frekvence se 
pohybuje v rozmezí desítek Hz–MHz. Plochý vzorek (do 100 µm), který chceme opracovat, 
se vkládá na spodní elektrodu. Mezera mezi oběma elektrodami dosahuje zpravidla několika 
milimetrů a je vyplněna pracovním plynem. [20, 27, 44] 
Dielektrický bariérový výboj získáme, jestliţe k dvojici elektrod, mezi nimiţ se nachází 
dielektrická bariéra, připojíme vysoké střídavé napětí s amplitudou větší neţ je průrazné 
napětí plynu mezi elektrodami. Dielektrická bariéra má funkci sériově zapojeného 
kondenzátoru, který omezuje elektrický proud v prostoru mezi elektrodami. Elektrický průraz 
v plynu způsobí lokální nabíjení bariéry, coţ má za následek pokles napětí v plynu. To tedy 
po velmi krátké době (řádově desítky nanosekund) klesne pod průrazné napětí plynu a výboj 
zanikne. K dalšímu výboji můţe dojít pouze zvýšením přiloţeného napětí nebo změnou jeho 
polarity, coţ je důvod, proč se pro napájení bariérového výboje pouţívá střídavé napětí. 
Vloţením střídavého napětí o velikosti řádově několika kilovoltů a s frekvencí asi 10 kHz, 
dojde k vybuzení nízkoteplotního plazmatu. Neutrální plyn a ionty si zachovají pokojovou 
teplotu, zatímco elektrony ponesou nejvíce energie. [27, 44] 
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Pokud plazma budeme pozorovat důkladněji, zjistíme, ţe se skládá z tisíců samostatných 
mikrovýbojů, jejichţ průměr dosahuje kolem 200 µm a doba jejich existence se počítá 
v nanosekundách. Pouhým okem je vidíme jako příčné čáry v jinak homogenním plazmatu. 
Tento stav vyskytující ze za atmosférického tlaku nazýváme jako filamentrání mód, kdy má 
výboj podobu velkého mnoţství výbojových kanálů, tzv. filamentů. Vlastnosti jednotlivých 
filamentů jsou dány pouze vlastnostmi pouţitého plynu, dielektrika a konfigurací elektrod, 
nezávisí tedy na charakteristikách přivedeného napětí. Velikost amplitudy však má vliv na to, 
kolik filametnů vznikne. Značnou nevýhodou filamentráního módu je jeho nehomogenita a 
krátká existence mikrovýbojů, která je navíc přerušována chemickými reakcemi, při kterých 
ovšem vznikají ţádoucí aktivní částice. [16, 27, 44] 
Zdánlivě homogenní difúzní mód DBD lze získat nastolením určitých podmínek (plyn, 
frekvence, napětí, konfigurace elektrod). Nelze rozlišit jednotlivé filamenty, výbojový kanál 
pokrývá prakticky celou plochu dielektrika. Také trvání tohoto výboje je podstatně delší, 
řádově jde o desítky aţ stovky mikrosekund. Výhodou je jiţ zmiňovaná homogenita výboje, 
hlavní nevýhodou je ovšem fakt, ţe difúzní výboj vzniká jen v některých plynech nebo jejich 
směsích a jen v určitém rozsahu napětí a frekvencí. Na jeho vznik můţe mít také vliv 
prostorové uspořádání elektrod. [19, 44, 60] 
U dielektrického bariérového výboje jsou moţná dvě základní uspořádání elektrod – 
rovinné nebo prostorové. Podle orientace výbojových filamentů vůči dielektrické vrstvě pak 
můţeme výboje rozdělit na objemové a povrchové. U objemových výbojů jsou výbojové 
mikrofilamenty orientovány kolmo na rovinu dielektrika (elektrody jsou naproti sobě anebo 
jsou válcovitě koncentrické). Jejich počet roste se zvyšujícím se přiloţeným napětím. 
Výhodou je technická jednoduchost provedení, homogenita, nízké nároky na dielektrickou 
pevnost bariéry a relativně velký objem vzniklého plazmatu. Nevýhodou tohoto uspořádání je 
nemoţnost opracovávání tlustších materiálů, neţ je vzdálenost mezi elektrodami. Výbojové 
mikrofilamenty v povrchových výbojích jsou orientovány tečně k rovině dielektrika 
(elektrody jsou v jedné rovině). Toto uspořádání umoţňuje opracovávat materiály libovolné 
tloušťky, ale pouze povrchově, protoţe tloušťka vzniklého plazmatu odpovídá tloušťce 
samotných mikrofilamentů (desetiny milimetru). Nevýhodou je nehomogenita výboje a nízká 
ţivotnost systému díky rychlé erozi kovových elektrod přímými účinky plazmatu. [27, 44] 
Mnohé nedostatky dielektrického bariérového výboje odstraňuje tzv. kaskádový 
dielektrický bariérový výboj (CDBD). Toto zařízení kombinuje účinky přímého plazmatu 
s generací UV záření díky integrované excimerní lampě. Dosahuje kratších pracovních časů a 
větší homogenity výboje. Podobně jako DBD je však tento systém limitován rozměrově, tudíţ 
lze ošetřit pouze ploché předměty. [25, 27] 
2.4.4 Aplikace plazmatu 
Kořeny vyuţití plazmatu v praxi sahají do konce 18. století, kdy bylo poprvé vyuţito 
jiskrového výboje pro generaci plynů. V roce 1875 byl Wernerem von Siemensem sestrojen 
první ozonizátor na bázi bariérového výboje. 20. století znamenalo pro plazmovou vědu velký 
zlom, ať uţ jde o objev radaru nebo o nukleární fúzi, která se měla stát cenným zdrojem 
obrovského mnoţství energie. V moderní průmyslové praxi nalézá plazma široké spektrum 
moţností aplikace. Dosud nejuţívanější je plazma generované za nízkého tlaku, avšak 
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zejména z ekonomických důvodů roste zájem o plazma pracující za tlaku atmosférického. 
[55] 
Plazma se stalo základem mnoha aplikací díky svým typickým vlastnostem, jako je 
vyzařování elektromagnetického vlnění, vysoká teplota a rychlý pohyb nabitých částic. 
Charakter plazmatu lze navíc vhodnou volbou pracovních podmínek poměrně snadno 
modifikovat. Díky intenzivní emisi záření je plazma základem moderní osvětlovací techniky a 
plazmových displejů. Svůj význam mají generátory tepelné energie, elektromagnetických vln 
a UV záření, které disponuje poměrně silnými sterilizačními účinky. Trendem posledního 
desetiletí jsou plynové a excimerní lasery. Pro průmysl automobilový, textilní, 
elektrotechnický atp. je obrovským přínosem moţnost modifikace povrchů, depozice tenkých 
vrstev, plazmové stříkání, naprašování či leptání. Samostatnou kapitolou je pak vývoj a 
příprava nových materiálů, zejména na bázi polymerů. Výboje generované za normálního 
tlaku jsou úspěšně pouţívány pro rozklad toxických a jinak škodlivých látek ve vodě, 
vzduchu nebo půdě. [55, 56] 
Ve zdravotnictví se jiţ dnes pouţívá komerčních plazmových sterilizátorů (Sterrad, 
Plazlyte), nicméně se nejedná o plazmovou sterilizaci v pravém slova smyslu. Sterilizace 
v těchto přístrojích je zaloţena na působení chemických agens za nízkých tlaků, kdy plazma 
slouţí spíše k rozkladu pouţitých biocidních látek (nejčastěji peroxid vodíku). [9, 22, 44] 
Nízkoteplotní plazma se stalo novým fenoménem, jehoţ výzkumem se zabývá celá řada 
odborníků. Výzkumné týmy se jej pokoušejí aplikovat v nepřeberné řadě oborů, zejména pak 
v potravinářství a zdravotnictví. Jako příklad lze uvést opracování polymerních fólií, do 
kterých se balí některé druhy potravin [15, 16, 18, 19, 25 ], ošetření vinných hroznů proti 
činnosti neţádoucí mikroflóry během přepravy [58] nebo pasterizaci mandlí [59]. Pro 
zdravotnictví, kde můţe mít kontaminace patogenními organismy aţ fatální následky, jsou 
velmi důleţité studie plazmové sterilizace kardiovaskulárních cívek [24], plastových tub [24, 
60], filtrů do klimatizací [16], chirurgických nástrojů [20] atp. Jako velice zajímavé se jeví 
pokusy s léčením těţce se hojících poranění. [34] Pro archivy a knihovny má obrovský 
význam studium moţností ošetření předmětů na bázi papíru. [26, 30]  
Toto plazma se vyuţívá nejen za atmosférického tlaku [16, 17, 19–22, 23–25, 27–29, 39, 42, 
43, 45, 58, 60–62], ale také za tlaku nízkého [15, 18, 26, 30]. Další moţností jsou různé 
způsoby buzení plazmatu, ať uţ jde o námi pouţívaný dielektrický bariérový výboj (DBD) 
[19, 23, 25, 27, 29, 60, 61], o mikrovlnně indukované plazma [15, 18, 28] nebo např. 
doutnavý výboj [20–22, 39]. Lze vyuţívat atmosféry různých plynů, a to nejčastěji argonu 
[15, 25, 28, 29], vzduchu [15, 16, 18, 23–25, 27, 39, 61, 62], dusíku [25, 61], helia [15, 20–
22, 29, 61] nebo jejich směsí. Experimentálně se pro studium účinků plazmové sterilizace 
pouţívají nejčastěji materiály na bázi polymerů [15–19, 25, 27, 29, 39] nebo papír [17, 20, 22, 
26, 30]. Některé studie však byly provedeny na skleněném [16, 19, 22] nebo textilním 
materiálu. [16, 20, 28]  
2.4.5 Mechanismus účinků plazmatu 
Konkrétní mechanismy zodpovědné za inaktivační účinky plazmatu lze shrnout do 
několika bodů: [44] 
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 letální poškození genetického materiálu působením UV záření 
 fotoindukovaná eroze mikroorganismů atom po atomu vlivem UV záření 
 eroze mikroorganismů atom po atomu vlivem reaktivních částic 
 oxidace buněčných částí (membrány, proteiny, DNA) v důsledku působení volných 
radikálů obsahujících kyslík 
 rozpad buněk v důsledku akumulace nabitých částic v membráně  
Jednotlivé mechanismy působení jsou do jisté míry závislé na charakteristice plazmatu, 
tzn. na velikosti napětí, pouţitém plynu a tlaku tohoto plynu. Svou roli hraje i nastavený 
pracovní reţim, tzn. zda jde o přímé působení výboje nebo o vzdálené plazma (remote 
plasma). [27, 62–64] Ve vztahu k mikroorganismům platí, ţe jsou vůči plazmové sterilizaci 
nejvíce odolné viry, dále bakteriální spory a kvasinky. Oproti tomu u bakterií nehraje roli, zda 
jsou grampozitivní nebo gramnegativní. [16]  
Jak uţ bylo řečeno v kapitole 2.2.2, liší se jednotlivé typy výbojů svou inaktivační 
charakteristikou, coţ je dáno rozdílným zastoupením jednotlivých inaktivačních mechanismů. 
Pro sterilizační účinnost výbojů generovaných za nízkého tlaku je nejvýznamnější UV záření. 
[45] U většiny atmosférických výbojů (DBD, korona) je patrný opačný trend, největší význam 
mají nabité a reaktivní částice, zatímco účinky UV záření jsou minoritní. [23, 27, 43, 58, 61] 
V některých studiích se navíc prokázalo, ţe vliv teploty na účinnost sterilizace je 
zanedbatelný. [43, 62] Za určitých podmínek můţe naopak k účinné inaktivaci přispět 
pozitivně, jako např. u doutnavého výboje pracujícího s kyslíkem jako pracovním plynem. 
[22, 67] Doutnavý výboj je navíc příkladem plazmatu pracujícího za normálního tlaku, kde 
hraje UV záření významnou inaktivační roli. [15] 
2.4.5.1 Letální poškození genetického materiálu působením UV záření 
Elektromagnetické záření v rozsahu vlnových délek 100–400 nm je označováno jako UV 
záření, letální účinky má dávka o několika mW·s·cm-2. Biocidní účinek tohoto záření je 
zaloţen na fotochemickém poškození nukleových kyselin (DNA a RNA), proteinů, enzymů, 
popřípadě dalšího buněčného materiálu. V důsledku působení UV záření dochází k deformaci 
prostorové struktury biomolekul, vzniku kovalentních vazeb, případně změně chemického 
sloţení molekuly. [43, 44] 
Účinek UV záření se liší v závislosti na rozsahu aplikovaných vlnových délek. Nukleové 
kyseliny absorbují v rozsahu 240–280 nm, absorpčního maxima pak dosahují při 260–
265 nm. Výsledkem je vznik thyminových dimerů, coţ vede k inhibici replikace genetické 
informace. Pokud uţijeme záření v rozsahu 320–400 nm, dojde k iniciaci změn nenasycených 
mastných kyselin v membránách, a tím ke změně permeability. Buňky vystavené negativním 
účinkům UV záření mají typický zúţený tvar, coţ je dobře pozorovatelné pod mikroskopem. 
[22, 43, 44, 61] 
2.4.5.2 Fotoindukovaná eroze mikroorganismů působením UV záření 
Fotoindukovaná eroze (fotoeroze) mikrobiálních buněk je výsledkem působení UV fotonů, 
které po dopadu štěpí chemické vazby buněčného materiálu, coţ vede k formování těkavých 
sloučenin. Jedná se o meziprodukty nerovnováţných chemických reakcí (malé molekuly jako 
peroxid, ozon, volné radikály). [44, 45] 
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2.4.5.3 Eroze mikroorganismů vlivem reaktivních částic (leptání) 
Proces leptání je způsoben absorpcí reaktivních částic plazmatu na povrchu mikrobiálních 
buněk, kde vstupují do chemických reakcí, vedoucích k formování těkavých sloučenin (CO2, 
H2O). Reaktivní částice mohou být atomové a molekulové radikály (atomární kyslík) a 
excitované molekuly v nestabilním stavu (1O2). Prostřednictvím těchto sloučenin dochází k 
procesu tzv. pomalého hoření (Pelletier), které má silné destrukční účinky. [26, 28, 44] 
Při atmosférickém tlaku plazmatu hrají nejdůleţitější inaktivační roli aktivní radikály a 
anionty O, OH a HO2
-. Tyto částice poškozují cytoplazmatickou membránu. [45] Důsledky 
působení eroze jsou znázorněny na obrázku č. 11.  
Obr. č. 11: Bacillus subtilis po opracování v kaskádovém dielektrickém výboji; šipka 
naznačuje poškozenou sporu. [25] 
2.4.5.4 Oxidace buněčných částí působením volných radikálů 
Volné radikály jsou produkty sráţkových procesů v plazmatu následovaných např. 
disociačními nebo excitačními procesy. Tyto atomy, molekuly nebo ionty jsou schopny 
samostatné existence, ve svém elektronovém obalu obsahují minimálně jeden nespárovaný 
elektron, z čehoţ vyplývá jejich vysoká reaktivita, kdy se snaţí dosáhnout stabilní elektronové 
konfigurace. Reagují i s ostatními biomolekulami, čímţ vytvářejí další volné radikály. Tento 
děj má pak tendenci šířit se řetězově. Volné radikály hrají důleţitou roli při většině 
povrchových interakcí. [43, 44, 66] 
Příklady reakcí, které vedou ke tvorbě radikálů ve vzduchu [44]. 
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Z hlediska procesů inaktivace mikroorganismů jsou nejvýznamnější volné radikály kyslíku 
a dusíku, např. O, O2
*
, O3, OH
*
, NO, NO2 atd. Jedná se o silná oxidační činidla. Mohou 
reagovat s fosfolipidy a lipoproteiny membrán, s nukleovými kyselinami, sacharidy a 
polysacharidy, bílkovinami a enzymy, výsledkem čehoţ je nevratné poškození buněčného 
materiálu. Ozon je známý svým negativním vlivem na proces buněčného dýchání. [43, 44] 
Příkladem působení volných radikálů je reakce na cytoplazmatické membráně. Zde jsou 
zejména nenasycené mastné kyseliny fosfolipidů atakovány OH radikálem, čímţ dochází 
k jejich oxidaci (peroxidaci). Naopak atomární kyslík nebo metastabilní O2 napadají 
proteinovou část lipoproteinů díky zvýšené citlivosti aminokyselin. Důsledkem je změna 
fluidity membrány a následovně i změna její permeability. Dojde k nekontrolovanému 
proudění iontů vně i dovnitř buňky, posléze cytoplazmatická membrána praská a můţe 
docházet aţ k fragmentaci. [43–45] 
DNA, která reaguje s volnými radikály, podléhá modifikaci, výsledkem níţ je většinou 
inhibice replikace DNA. Jedním z inhibitorů je např. thyminglykol, který vzniká oxidací 
thyminu volnými radikály. Volné radikály mohou způsobit dokonce poškození struktur DNA. 
Výsledkem pak můţe být např. přemístění bází v řetězci DNA, případně k jejich úplnému 
odštěpení. Právě modifikace bází DNA je nejčastějším druhem poškození. Dalším efektem je 
vznik meziřetězcových spojů. Doposud bylo popsáno přibliţně 100 různých defektů DNA. 
[44, 45, 66] 
Volné radikály působí depolymeračně na polysacharidy, kdy míra tohoto procesu je závislá 
na konformačním stavu molekul, zvláště pak jejich koncových řetězců. Informací o těchto 
reakcích však zatím nemáme dostatek. [31, 65] 
2.4.5.5 Akumulace nabitých částic na membráně 
Elektrostatická síla způsobená nahromaděním náboje na vnější membráně můţe překonat 
sílu vláken membrány a způsobit její prasknutí. Tento proces je významný zejména pro 
inaktivaci gramnegativních bakterií, které disponují nerovnoměrným povrchem. Takový 
povrch umoţňuje nahromadění náboje. [43–45] 
2.4.6 Plazmová sterilizace eukaryotních mikroorganismů – State of Art 
Plazmovou sterilizací se v posledních dvou desetiletích zabývá stále více výzkumných 
týmů. Jednotlivé studie se liší nejen pouţitými experimentálními zařízeními, ale také 
podmínkami, za kterých je plazma generováno. Další odlišnost spočívá ve zkoumaných 
mikroorganismech, které jsou pouţívány jako bioindikátory účinnosti inaktivačního procesu. 
Následující část proto přináší přehled pouze těch publikací, které zkoumaly účinky různých 
výbojů generovaných za sníţeného i atmosférického tlaku s vyuţitím eukaryotních 
bioindikátorů.  
Gadri a spol. (2000) [16] studovali sterilizační účinky výboje OAUGDP (one atmosphere 
uniform glow discharge plasma). Byly testovány dvě modifikace tohoto výboje, a to zařízení 
umoţňující přímé působení plazmatu a tzv. RER systém zaloţený na principu vzdáleného 
plazmatu. Dále byl představen Volfiltr, prototyp vzduchového filtru pro klimatizace 
sterilizovatelný plazmatem, jako řešení tzv. sick building syndromu. Pro mikrobiologické 
testy byla uţita široká paleta bioindikátorů, a to bakterií (Escherichia coli, Pseudomonas 
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aeruginosa, 4 kmeny r. Bacillus, Deinococcus radiodurans), virů i kvasinek (Candida 
albicans a Saccharomyces cerevisiae) nanesených na různé materiály (sklo, tkaniny, agarové 
plotny). Bylo dosaţeno redukce o 6 řádů v čase několika sekund aţ minut v závislosti na 
pouţitém nosném médiu a druhu mikroorganismu. Největší ochranný efekt pro 
mikroorganismy měl agar následovaný sklem a polypropylenem. Inaktivační křivky 
vykazovaly dvoufázový průběh. U přímé expozice plazmatem docházelo zpočátku 
k pomalejší inaktivaci, následně byl však pozorovatelný rapidní úbytek populace 
mikroorganismů. U vzorků, které nebyly plazmatu přímo vystaveny, byl popsán opačný trend. 
Nebyl pozorován rozdíl mezi vzorky volně exponovanými a mezi těmi, které byly zabaleny 
do konvenčních sterilizačních sáčků, proto pravděpodobně nebylo UV záření pro inaktivaci 
zásadní. Účinnost sterilizačního procesu závisela na obsahu částic kyslíku, molekul ozónu a 
NO. [16] 
Doutnavý výboj pracující za atmosférického tlaku byl studován Efremovem a spol. (2000) 
[39]. Jako pracovní plyn byl uţit vzduch excitovaný za vyššího tlaku ve výbojové komoře 
působící buď přímo, nebo nepřímo (proud plynu unáší účinné produkty výboje ke vzorkům 
umístěným mimo výboj). Jako bioindikátory byly uţity Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus a blíţe neurčené aspergilly a penicilia. Během několika desítek vteřin bylo dosaţeno 
redukce o 3 aţ 4 řády (při výchozí koncentraci 105 CFU·cm-3). Ozon byl označen jako 
základní účinná sloţka plazmatu. Sám můţe zreagovat s dalšími komponentami výboje, coţ 
vede ke vzniku antiseptického H2O2, HO2 a OH. Na druhou stranu je moţný jeho rozklad 
teplem nebo vodíkovými atomy, které vznikají disoicací vody nebo vodíku. Proto je vhodné 
uţívat jako pracovní plyn vzduch vlhký a nikoliv suchý. Dále bylo zjištěno, ţe s rostoucí 
rychlostí toku plynu lze dosáhnout lepší redukce mikroorganismů (v případě nepřímého 
působení výboje). [39] 
Studii týkající se ošetření papíru, zejména s důrazem na ochranu kulturního dědictví, uvedl 
Vohrer a spol. (2001) [30]. Ošetření plazmovou sterilizací má dlouhodobý účinek, výhodou 
je také suchá povaha opracování a kombinace několika pozitivních efektů (nejen sterilizace, 
ale i zpevnění materiálu, popř. moţnost nanesení ochranné polymerní vrstvy). Jako pracovní 
plyn byl uţit kyslík a helium, jako bioindikátory spory Aspergillus niger, Trichoderma 
longibrachiatum a dva druhy bakterií (Bacillus subtilis, Micrococcus aureus). Bylo dosaţeno 
redukce o 4 aţ 6 řádů. Jako nejlepší se ukázal být reţim after glow (nízký tlak) s kyslíkem 
(největší efektivita) a s dodatečným ošetřením vodíkem, který zvýšil pevnost v tahu o 20% 
(vznik etherových vazeb, polymerace). [30] 
Laroussi (2002) [45] se ve svém přehledovém článku zaměřil na plazma buzené za 
atmosférického tlaku, konkrétně na koronu, difúzní DBD, odporový bariérový výboj a plazma 
jet. Podrobně byla rozebrána kinetika, mechanismy účinku, moţnosti biomanipulace a 
alternativy aplikací plazmatu do budoucna. Zajímavé je shrnutí efektu reaktivních částic. U 
částic nabitých upozorňuje autor na fakt, ţe bombardování bakteriálních buněk nemá na 
mikroorganismy ţádný zhoubný vliv. Velmi podrobně je rozebrána teorie buněčné smrti. Jako 
nejpravděpodobnější se jeví tři smrtící mechanismy: peroxidace lipidů, oxidace proteinů a 
DNA. [45] 
Trompeter a spol. (2002) [19] studovali účinky dielektrického bariérového výboje (DBD) 
na bioindikátory Bacillus subtilis a stearothermophilus, Aspergillus niger, Saccharomyces 
cerevisiae. Poslední dva jmenované mikroorganismy byly vybrány díky své vysoké rezistenci 
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vůči UV záření. Jako nosný materiál bylo uţito sklo, PET a PS. Pro objasnění příspěvku UV 
záření pro celý inaktivační proces byla provedena měření ve speciálním DBD zdroji pro 
generaci záření v rozsahu vlnových délek 200–350 nm. Nejúčinnější byly zdroje s nízkou 
vlnovou délkou, a tedy s vysokou energií fotonů. Bylo prokázáno, ţe UV záření je základním 
inaktivačním mechanismem u argonu a dusíku. Pro kyslík nebyly pozorovány v dané oblasti 
ţádné UV emise, zásadní je zde účinek kyslíkových radikálů a ozonu. Bylo zjištěno, ţe 
změnou geometrie elektrod, volbou vhodného plynu a prací v přerušovaném módu lze zvýšit 
homogenitu výboje, coţ má přímý vliv na účinnost sterilizace (místo původní redukce o 3 aţ 
4 řády na 4,5). Podobných účinků bylo dosaţeno přídavkem vodní páry do proudu plynu nebo 
zvýšením teploty. Naopak příliš vysoké dávky plazmatu měly za následek nikoliv zvýšení 
sterilizační účinnosti, ale spíše její stagnaci (došlo k saturaci systému). [19] 
Účinky mikrovlnného plazmatu za nízkého tlaku (10 aţ 50 Pa) byly popsány 
Feichtingerem a spol. (2003) [15] za uţití čtyř různých mikroorganismů (Bacillus subtilis a 
stearothermophilus, Apergillus niger, Saccharomyces cerevisiae). Jako nosný materiál byl 
zvolen PET díky svému nezastupitelnému významu pro potravinové obaly. Byly srovnány 
různé typy výboje vhodné pro dvou- i třírozměrné opracování a různé pracovní plyny. U 
vzorků infikovaných B. subtilis opracovávaných 12 cm od zdroje plazmatu došlo v prvních 
10 s k velmi rychlé redukci aţ na 103 spor (počáteční koncentrace 106 aţ 107), k úplné 
inaktivaci pak za 180 aţ 300 vteřin dle uţitého plynu. U spor vystavených přímému působení 
plazmatu bylo dosaţeno redukce o 4 řády v čase kratším neţ 1 vteřina (počáteční koncentrace 
10
6
). Amoniak a vzduch vykazovaly lepší sterilizační účinky neţ argon. UV a VUV záření 
byly označeny jako hlavní inaktivační mechanismy. Pro inaktivaci spor je kritická hodnota 
200 nm. [15] 
Laroussi a Leipold (2003) [62] se věnovali kvantitativnímu zhodnocení mechanismů 
DBD výboje pracujícího v prostředí vzduchu. Vyuţili emisní spektra, detekci plynu a 
hmotnostní spektrometrii. Jako bioindikátor byly uţity spory rodu Bacillus. Díky tomu, ţe 
nebyl uţíván mód přímého vystavení plazmatu, ale tzv. vzdálené plazma, nebyly analyzovány 
nabité částice. Zastoupení inaktivačních mechanismů se podle autorů liší na základě 
parametrů plazmatu, které jsou dány typem pracovního plynu, jeho tokem a výkonem 
zařízení. UV záření a teplota nehrají roli. Dominantní účinek mají reaktivní částice kyslíku a 
dusíku (ROS, RNS), které se tvoří kolizními reakcemi v kaţdém typu výboje. Bylo 
prokázáno, ţe jejich největší koncentrace je v plazmatu generovaném ve vzduchu, méně pak v 
heliu s příměsí kyslíku nebo v čistém heliu. [62]  
Laguardia a spol. (2004) [26] se zaměřili na plazmovou sterilizaci papíru s uţitím RF 
výboje pracujícího za nízkého tlaku. Faktory působící negativně na vlastnosti papíru lze 
rozdělit na chemické (kyselá hydrolýza, oxidační činidla, světlo, nečistoty vzduchu) a 
biologické (napadení mikroorganismy). Pro sterilizaci byly vyuţity různé směsi plynů, jako 
bioindikátory pak Aspergillus niger a Penicillium funiculosum (častý výskyt v knihovnách a 
archivech). Nejúčinnější byla kombinace kyslíku s vodíkem. Ta také, oproti argonu 
s vodíkem, měla pozitivní účinek z hlediska vlastností ošetřeného materiálu (došlo k zlepšení 
pevnosti v tahu). Bylo zjištěno, ţe argon působí na papír negativně díky UV záření. Jako 
moţné sterilizační mechanismy autoři uvedli účinky UV záření, eroze fotony vedoucí 
k vzniku těkavých sloučenin a leptání. Je také zmíněn proces pomalého hoření (Pelletier), 
které je způsobeno vznikem CO2 v kyslíkovém plazmatu. [26] 
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Akitsu a spol. (2004) [20] popisuje plazmovou sterilizaci s uţitím doutnavého výboje za 
normálního tlaku a nízké frekvence nebo radiofrekvence. Jako pracovní plyn pro zařízení 
s nízkou frekvencí byla zvolena kombinace vodní páry s roztokem helia. Helium má velmi 
pozitivní vliv na homogenitu výboje (nízké průrazné napětí) a v metastabilním stavu 
produkuje hydroxylové radikály a atomární kyslík, které způsobují poškození buněčné stěny a 
DNA mikroorganismu. Pára figuruje jako významný zdroj reaktivních radikálů kyslíku. 
V druhém zařízení byla uţita kombinace kyslíku a helia. Největší účinnosti bylo dosaţeno při 
poměru O2/He 0,06%. Byly uţity nejnovější bioindikátory, tj. sporotvorné bakterie Bacillus 
atrophaeus, Geobacillus stearothermophilus a vybrané oportunitní patogeny Escherichia coli, 
Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus a Candida albicans. U všech mikroorganismů 
bylo dosaţeno redukce o 6 řádů, nejodolnější byl B. atrophaeus. Bylo zjištěno, ţe výboje 
pracující při niţších RF hodnotách mohou způsobit poškození materiálu (Tyvek obaly), coţ je 
způsobeno sloupcovou strukturou plazmatu (dochází k lokálním excitacím). I přes vysoké 
výkony se podařilo udrţet teplotu na nízkých hodnotách (chlazení, sníţení frekvence). [20] 
Heise a spol. (2004) [25] ve své práci navázali na Trompetera. Porovnali účinky DBD a 
CDBD (kaskádový bariérový výboj). CDBD je zařízení, které kombinuje genereaci UV záření 
s tvorbou chemicky reaktivního plazmatu. Podobně jako DBD je tento systém limitován 
rozměrově, tudíţ lze ošetřit pouze ploché předměty. Pouţili různé pracovní plyny (dusík, 
argon, vzduch), bioindikátory (Aspergillus niger a Bacillus subtilis) byly naneseny na PET 
fólii. V čase několika vteřin dosáhli inaktivace o 4–5 řádů, inaktivační křivky vykazovaly 
kinetiku prvního řádu. Bylo zjištěno, ţe účinnost uvedených plynů lze vztáhnout k jejich OES 
spektrům, nejlepší účinky byly pozorovány u argonu díky VUV záření. Jedná se o daleké UV 
záření (oblast 100–200 nm), které není přirozené a organismy vůči němu nemají vyvinuty 
ochranné mechanismy. U vlhkého vzduchu byl pozorován vznik hydroxylových radikálů, 
které mají silné oxidační účinky. U CDBD se ukázalo, ţe ošetřený PE-PET laminát si 
zachovává svou těsnící schopnost, coţ je z pohledu potravinářského průmyslu velmi důleţitý 
fakt (zachování pevnosti svaru). Toto zařízení navíc dosahuje niţších pracovních časů, coţ je 
dáno kombinací účinku přímého plazmatu (účinky radikálů kyslíku a dusíku) a generací UV 
záření a větší homogenitou výboje (Joshiho efekt). [25] 
Ohkawa a spol. (2005) [22] navázali svou studií na práci Akitsa. Věnovali se účinkům 
doutnavého výboje za atmosférického tlaku excitovaného pomocí pulzně modulovaného RF 
při 27,12 MHz. Pracovním plynem bylo helium s přídavkem kyslíku. Sterilizační účinky 
systému byly studovány na několika sporotvorných bakteriích (Bacillus atrophaeus, 
Geobacillus stearothermophilus), a také na eukaryotních mikroorganismech povaţovaných za 
oportunitní patogeny (Candida albicans, Aspergillus niger). Mimoto byla monitorována 
teplota neutrálního plynu (pomocí fluorescenčního termometru) a homogenita výboje. Jako 
nosné médium bylo uţito sklo nebo papír, vţdy zabalené do sterilního Tyvek obalu (PE nebo 
PET). Bylo zjištěno, ţe teplota má na dobu sterilizace velmi výrazný vliv. Stoupá se zvětšující 
se frekvencí systému. Zlepšení sterilizační účinnosti bylo dosaţeno přídavkem kyslíku do 
proudu helia, nejlepší výsledky byly pozorovány za niţších koncentrací. Došlo ke vzniku 
aktivních částic kyslíku díky aktivitě metastabilních částic helia. Jako hlavní mechanismus 
plazmové sterilizace v tomto systému bylo označeno leptání. Dále bylo provedeno porovnání 
sterilizace plazmatem za teploty 90 °C se sterilizací suchým teplem za téţe teploty. S. aureus 
se ukázal být nejodolnějším mikroorganismem. Bylo prokázáno, ţe plazmová sterilizace je 
účinnější neţ konvenční metoda vyuţívající účinky horkého vzduchu. [22] 
43 
  
Ohkawa a spol. (2005) [21] vyřešili ve své následující studii některé technické problémy 
uţívaného zařízení. Velký prostor mezi elektrodami je vhodný pro in-line opracování 
reálných předmětů. Na druhé straně je pro iniciaci výboje nutné vyšší napětí, coţ můţe vést 
k poškození exponovaného materiálu nebo součástek zařízení. Jako řešení se ukázala být 
kombinace měkkého rentgenového záření (preionizace) s třetí elektrodou. Tato úprava 
umoţňuje vznik výboje i za nízkých napětí. Jako bioindikátory byly uţity sporotvorné 
(Bacillus atrophaeus, B. subtilis, B. pumilus, Geobacillus stearothermophilus), grampozitivní 
i -negativní bakterie (Pseudomonas aeroginosa, Salmonella enteritidis, Enterobacter 
aerogenes, Staphylococcus aureus), z eukaryot pak Aspergillus niger, Lactobacillus 
plantarum a Candida albicans nanesené na sklo balené do Tyvek sterilizačních sáčků. Většina 
mikroorganismů byla inaktivována během několika vteřin, sporotvorné pak během několika 
desítek vteřin. [21] 
Laroussi (2005) [43] shrnul ve svém přehledovém článku výsledky prací týkajících se 
plazmatu nízkotlakého a atmosférického, zajímavé je rozebrání účinků inaktivačních 
mechanismů a kinetiky inaktivace mikroorganismů. Letální křivky mohou být jedno-, dvou-
nebo třífázové, coţ závisí na typu mikroorganismu, nosném materiálu a také na způsobu 
expozice plazmatem (přímo nebo nepřímo). Upozornil i na tzv. subletální účinky plazmatu, 
kdy plazma ovlivňuje metabolismus buněk, ale nedochází k jejich inaktivaci. Na základě 
studia společně s Leipoldem lze usuzovat na zanedbatelnost vlivu tepla a UV záření při 
plazmové sterilizaci za atmosférického tlaku. [43] 
Studii navazující na práci Feichtingera uvedl Schneider a spol. (2005) [18]. S uţitím 
stejného zařízení za shodných podmínek studovali prokaryotní Bacillus subtilis a B. 
stearothermophilus, z eukaryot Aspergillus niger a Saccharomyces cerevisiae. Byla 
zkoumána moţnost vyuţití MW plazmatu za nízkého tlaku pro sterilizaci obalových 
materiálů. Sterilizační metoda, která je pro potravinářský průmysl vhodná, musí splňovat dvě 
podmínky: pracovní časy nesmí být příliš dlouhé a je poţadována sterilizace významných 
mikroorganismů o předepsaný počet řádů. Bylo zjištěno, ţe vzorky zakryté křemenným 
filtrem vyţadují delší pracovní čas, aby došlo k redukci o 4 řády, podobně jako u vzorků bez 
uţití filtru. Je to dáno tím, ţe na vzorky odkryté mimo UV záření působí i aktivní částice. 
Dále autoři vyzdvihují výhody pulzního módu oproti pouţití kontinuálního. Byla potvrzena 
teorie ochranného vlivu populace mikroorganismů (sterilizace homogenní vrstvy nanesené 
sprejovou metodou je účinnější, neţ v případě navrstvení buněk při bodovém nanesení). [18] 
Zajímavé zařízení pro buzení doutnavého výboje za normálního tlaku popsal ve své práci 
Schrader a kol. (2005) [29]. Jednalo se o mikrostrukturní elektrodové (MSE) pole, které se 
skládalo z vzájemně spojených hřebenovitých elektrod s mikrometrovými vzdálenostmi. 
Systém vyuţívá Paschenův zákon podobnosti, plazma je buzeno pomocí RF napětí (DC napětí 
vyţaduje vyšší hodnoty). MSE lze vyuţít pro odstraňování odolných perfluorových sloučenin 
(PFC) nebo v potravinářském průmyslu pro sterilizaci a zároveň potahování obalových 
materiálů. Jako modelové mikroorganismy byly vybrány UV rezistentní spory Bacillus cereus 
(DNA je chráněna prostřednictvím kyseliny 2,6-pyridindikarboxylové) a Aspergillus niger 
(černá pigmentace). U obou mikroorganismů došlo k účinné sterilizaci za 240 s, a to jak v 
heliu, tak i v argonu. Pomocí OES nebyla v rozsahu 130 aţ 800 nm prokázána ţádná 
významná emise záření, tudíţ tento faktor neměl pro inaktivaci spor význam. [29] 
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Srovnáním účinků helia, vzduchu a dusíku v dielektrickém bariérovém výboji (DBD) se 
zabýval Jin a spol. (2006) [61]. Blíţe nespecifikovaný kmen kvasinek byl vystaven účinkům 
výboje po dobu 5 minut. Jako nejúčinnější se ukázalo být helium (redukce o 7 řádů), 
následoval vzduch a dusík. U helia byl dále pozorován výrazný pokles pH, coţ mohlo ještě 
více zesílit jeho germicidní účinky. Autoři uvádějí jako hlavní inaktivační mechanismus 
účinek nabitých částic, které mohou akumulací na membráně a působením elektrostatických 
sil způsobit protrţení vnější membrány. Naopak, v souladu s pracemi Laroussiho jsou účinky 
UV záření a teploty zanedbatelné. [61] 
Boudam a spol. (2006) [70] vyuţili DBD v tzv. Townsendově módu. Jako pracovní plyn 
byla zvolena směs N2-N2O. Ukázali, ţe volbou správné koncentrace N2O v pracovním plynu 
lze dosáhnout takových podmínek, kdy inaktivačnímu procesu dominuje UV záření, naopak 
lze také dosáhnout podmínek kdy je vliv UV záření minimální. Jak bioindikátor byl pouţit 
Bacillus subtilis. [70] 
Nojima a spol. (2007) [42] vyvinuli zařízení pracující za atmosférického tlaku schopné 
díky uvolňování atomárního vodíku deaktivovat vzdušnou mikroflóru (virus chřipky, bakterie, 
plísně, alergeny) a neutralizovat účinky OH radikálů. Nespornou výhodou zařízení je, ţe 
v právě sterilizovaných prostorách mohou zůstávat lidé bez nebezpečí, ţe by bylo negativně 
ovlivněno jejich zdraví. Neškodnost systému byla potvrzena testy na zvířatech a buňkách. 
Jako pracovní plyn bylo uţito helium s příměsí vodní páry. Pravděpodobný inaktivační 
mechanismus je přičítán generaci H+ obklopenému vodou H+(H2O)m, který je tvořen jako 
jediný pozitivní ion. Rekombinací s elektrony dochází k neutralizaci a vzniká atomární vodík 
obklopený vodou H(H2O)m. Tento dále reaguje s O2 a O2(H2O)n vzduchu nebo povrchu 
mikroorganismů. Následně jsou generovány aktivní částice jako HO2 nebo HO2
-, které 
narušují membrány a modifikují proteiny. H(H2O)m je rovněţ odpovědný za redukci OH 
radikálů přítomných ve vzduchu (potvrzeno LIF analýzou). Biologické testy prokázaly, ţe 
zařízení je schopno během 60 minut odstranit 99,6% viru chřipky z reálného prostředí 
(místnost o 130 m3). MRSA (methicillin rezistetní Staphylococcus aureus) jako významný 
původce nemocničních infekcí byl inaktivován po 60 minutách z více neţ 99% (poč. 
koncentrace 10
8
 CFU). Podobné výsledky byly získány pro Aspergillus niger a Penicillium 
citrinum po 6 hodinovém provozu zařízení. [42] 
Leipold a spol. (2007) [58] vystihl šest základních nedostatků konvenčně uţívaných 
sterilizačních metod. Jedná se o příliš dlouhé pracovní časy, stopy toxinů v opracovávaných 
materiálech, vyuţití příliš vysokých teplot vůči citlivým materiálům, limity uţití těchto metod 
vzhledem k moţnému poškození substrátů, nepraktičnost a vysokou cenu. Jako alternativu pro 
potravinářský průmysl popsal vyuţití výboje buzeného ve vzduchu, který generuje účinný 
ozon. Testovaný substrát, vinné hrozny, byl vystaven účinkům ozonu nebo oxidu siřičitého 
během 14 dnů. Bylo prokázáno, ţe plazmová sterilizace má srovnatelné účinky jako 
konvenční SO2 se zachováním atraktivního vzhledu i chuti. Ozon můţe způsobit blednutí 
stopek hroznového vína, nicméně růstu hub r. Botrytis zabraňuje efektivně. [20] 
Muranyi a spol. (2007) [27] navázali na práci Heiseho studiem kaskádového DBD 
buzeného ve vzduchu. Mikroorganismy, nanesené na PET fólii, byly inaktivovány v čase 1 aţ 
5 s, a to o 5 aţ 6,6 řádu. Jako nejodolnější se ukázal být Aspergillus niger, coţ podporuje 
teorii o dominantním účinku UV záření v tomto typu výboje (silné emise při 282 nm a menší 
píky díky molekulám dusíku z plazmatu). U prokaryotního rodu Bacillus atrophaeus byl 
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pozorován tzv. ochranný efekt, kdy u delších pracovních časů nedošlo k odpovídající 
inaktivaci. Autoři to vysvětlují existencí více vrstev buněk a aglomerátů. Další moţnou 
příčinou je nosný materiál, kdy se mikroorganismy mohou ukrýt v rýhách a pórech. Vliv 
teploty byl zanedbatelný. 
Ehlbeck a spol. (2008) [24] pracovali s RF plazma jety vhodnými pro ošetření 
trojrozměrných předmětů a MW výbojem. Poukázali na skutečnost, ţe mimo přímých účinků 
plazmatu (v tomto případě UV a VUV záření, reaktivní částice kyslíku, nízkomolekulární 
sloučeniny, zejména NO, a teplo), mohou synergicky působit i mechanismy plazmatem 
nepřímo vyvolané. Jedná se o proces tzv. acidifikace. Acidifikace je pravděpodobně 
způsobena interakcí NOx s vodními kapkami nebo filmy, konkrétně je známá reakce NO2 
s OH radikály, čímţ vzniká účinná HNO3. Spekuluje se i o moţných reakcích N2O4, NO nebo 
hydratovaných iontů. Její účinky byly pozorovány v argonovém plazmatu, kdy došlo 
k poklesu pH z původní hodnoty 5,5 na 2 a k redukci zamoření Bacillus atrophaeus o 6 řádů. 
Dále byly studovány moţnosti opracování nejen povrchů tepelně citlivých materiálů (katetry), 
ale i dutých obalů (lahviček). U katetrů kontaminovaných Staphylococcus aureus byl pro 
zvýšení účinnosti uţit argon s příměsí kyslíku, coţ vedlo k zvýšení koncentrace aktivních 
částic kyslíku. Lahvičky byly kontaminovány mikroorganismy Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus a Aspergillus niger. V obou případech bylo dosaţeno redukce o 4 aţ 7 
řádů. [24] 
Park a spol. (2008) [28] poukázali na skutečnost, ţe mnohé předměty kulturního dědictví 
obsahují hedvábná nebo papírová vlákna, coţ velmi ztěţuje jejich sterilizaci. Mikroorganismy 
napadající např. knihy, oděvy či obrazy mohou způsobovat neţádoucí změny nejen na 
povrchu těchto předmětů, ale negativně ovlivňovat i pevnost vláken. Mění se struktura vláken, 
jejich barevnost a fyzikální vlastnosti. Pro plazmovou sterilizaci vzorku hedvábné textilie byl 
uţit mikrovlnný výboj pracující za atmosférického tlaku v argonu. Mikrobiologické testy 
účinnosti procesu byly prováděny na Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 
Aspergillus niger a Penicillium citrinum. Inaktivace mikroorganismů byla účinná (inaktivace 
do 7 vteřin, autor však nezmiňuje o kolik řádů), jako nejodolnější se ukázal být S. aureus. Na 
základě SEM a mechanických zkoušek bylo zjištěno, ţe nedošlo k změně v morfologii 
povrchu ani ke sníţení pevnosti v tahu. Byly pozorovány určité modifikace ve zbarvení 
vláken. Autoři dále upozornili na fakt, ţe tkaniny ošetřené plazmatem vykazují vyšší výskyt 
funkčních skupin s obsahem kyslíku, coţ zvyšuje reaktivnost a hydrofilitu povrchu. Proto je 
nutné takto ošetřené materiály a předměty skladovat za podmínek, které znemoţní jejich 
opětovné napadení mikroorganismy. [28] 
Machala a spol. (2008) [17] studovali inaktivační mechanismy tří typů DC výbojů pomocí 
metod OES a TBARS absorpční spektrometrické detekce (analýza produktů peroxidace lipidů 
membrány mikroorganismů). Pro rozlišení mrtvých a ţivých buněk byla vyvinuta rychlá 
fluorescenční spektroskopická metoda, vyuţívající barviva SYTO 9 a propidium jodid. 
Pracovním plynem byl atmosférický vzduch. Pro popis biodekontaminační schopnosti 
zařízení byly vybrány bakterie a jejich spory a kvasinky umístěné ve vodných roztocích a na 
povrchu materiálů (papír, plastová fólie). Konkrétně šlo o bakterie Salmonella typhimurium a 
Bacillus cereus a kvasinku Saccharomyces cerevisiae (velmi významný eukaryotní modelový 
mikroorganismus). Výchozí koncentrace byly 103 aţ 104 CFU·ml-1. Účinky výboje na 
dekontaminaci vody byly studovány ve statickém nebo tokovém módu, v druhém případě 
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s uţitím uzemněné elektrody nebo hrotové elektrody. Jako nejúčinnější se ukázala být jiskra s 
tokovým reţimem (redukce o 3 aţ 4 řády za 10 aţ 20 s). Podobný trend byl pozorován u 
streamerové korony při uţití průtokového reţimu přes aktivní oblast výboje. Negativní korona 
se ukázala být účinným sterilizačním prostředkem pro povrch papíru i plastu. U reţimů 
pracujících ve statickém módu nebyla inaktivace dostatečná (pod 1 řád), coţ bylo způsobeno 
malým objemem plazmatu ve srovnání s objemem opracovávané vody. Za hlavní inaktivační 
mechanismus byly označeny radikály a reaktivní částice kyslíku, které jsou odpovědné za 
peroxidaci membrán mikrobů. Bylo také dokázáno, ţe UV záření má sice dobré inaktivační 
účinky, ale mechanismus jeho působení nespočívá v peroxidaci. [17] 
Shi a spol. (2008) [23] popsali závislost účinnosti DBD pracujícího za atmosférického 
tlaku ve vztahu ke vzdálenosti elektrod. Při inaktivaci kvasinky Candida albicans nanesené na 
skle bylo prokázáno, ţe 3 mm pracovní prostor umoţňuje rychlejší inaktivaci neţ 4 nebo 
5 mm (redukce nad 5 řádů, čas 20 s oproti 25 s). C. albicans byla vybrána jako oportunitní 
patogen, vyskytuje se však běţně jako součást sliznic člověka. Účinnost metody byla 
prokázána TEM snímky a analýzou bílkovin, K+ a nukleových kyselin v extracelulárním 
prostoru (spektofotometricky). Napětí a UV záření se ukázalo být pro inaktivaci bezvýznamné 
(došlo k tzv. resorpci plazmatem), největší roli hrály nabité a reaktivní částice. Ty mohly 
způsobit prasknutí vnější membrány, poškození DNA nebo změny enzymatických aktivit, coţ 
vedlo k buněčné smrti. Většina mikrobiální populace byla usmrcena do 10 s. [23] 
2.5 Analytické metody 
V této práci byla pouţita metoda optické emisní spektrometrie (OES) a skanovací 
elektronové mikroskopie (SEM). OES byla uţita pro diagnostiku výboje, SEM pak pro 
zhodnocení míry poškození uţitých nosných materiálů plazmatem.  
2.5.1 Optická emisní spektrometrie (OES) 
2.5.1.1 Základní princip a popis metody 
Optická emisní spektrometrie patří k metodám, které jsou zaloţeny na interakcích atomů a 
elektromagnetického záření. Umoţňuje kvalitativní i kvantitativní zhodnocení vzorku, a to na 
základě emitovaného záření. Vysílání záření je moţné pouze v případě převedení atomů ze 
stavu základního do excitovaného, čehoţ je moţné docílit dodáním energie (plamenem, 
plazmatem atp.). Termickým buzením dochází k atomizaci a následné excitaci. [71, 72]  
Vysílané záření je polychromatické a nespojité, skládá se z přesně vymezených vlnových 
délek nebo frekvencí, které jsou pro daný prvek charakteristické. Takto lze provést 
kvalitativní analýzu sledovaného vzorku. Kvantitativní sloţení je charakterizováno intenzitou 
jednotlivých čar. [71, 72] 
Optické spektrum vzniká přechody valenčních elektronů ze stavu excitovaného do stavu 
s niţší energií, popř. aţ na základní hladinu. Elektron přitom vyzáří přebytečnou energii ve 
formě světelného kvanta. Ve spektru se objevují tzv. dovolené přechody, které jsou dány 
výběrovými pravidly. S rostoucím počtem valenčních elektronů vzrůstá počet přechodů, a 
spektrum se tak stává sloţitějším. Největší význam mají tzv. rezonanční čáry, které ve spektru 
vykazují největší intenzitu. Čáry odpovídající přechodům valenčních elektronů se projevují 
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v oblasti 10 aţ 1 500 nm, analyticky je vyuţíváno rozmezí 110 aţ 900 nm. Pod 200 nm však 
dochází k intenzivní absorpci záření kyslíkem, takţe je nutné evakuovat spektrometr, popř. je 
moţné provést proplach dusíkem nebo argonem. [71, 72] 
2.5.1.2 Instrumentace 
Optická emisní spektrometrie je zaloţena na měření záření, které emituje sledovaný 
vzorek. Aby k emisi mohlo dojít, je nutné uţití budícího zdroje, a to buď plamenového, nebo 
elektrického, který způsobí atomizaci a následnou excitaci matrice. Vznikající 
polychromatické záření vstupuje štěrbinou do přístroje a je prostorově rozloţeno 
monochromátorem. Pod tímto pojmem rozumíme zaostřovací systém sestávající ze zrcadel a 
difrakční rovinné mříţky s profilovanými vrypy pro odraz. Mříţky se zhotovují rytím do 
tenké vrstvičky vysoce reflexního hliníku vakuově naneseného na skleněné destičce. Existují i 
mříţky zhotovené interferometricky nebo echelle-mříţky. Na základě počtu vrypů (počet 
vrypů/mm) a ohniskové vzdálenosti lze rozdělit uţívané přístroje na přístroje s malým (do 
0,5 nm), středním (0,05–0,001 nm) a vysokým rozlišením (lepší neţ 0,001 nm). [71, 72, 74] 
Monochromátor fokusuje záření na detektor, kde dochází k převodu optického signálu na 
elektrický. Nejčastěji se uţívá fotonásobič a CCD kamera. Tato musí být chlazena tekutým 
dusíkem nebo vícestupňovým Peltierovým článkem pro potlačení šumu. Fotonásobič má 
oproti CCD detektoru větší dynamický rozsah a pracuje rychleji. CCD kamera ovšem snímá 
větší úsek spektra najednou, coţ podstatně zrychluje snímání přehledových spekter. [74] 
Rozlišujeme tři základní skupiny spektrometrů, a to sekvenční, simultánní a simultánně-
sekvenční. Sekvenční spektrometry snímají emisní spektrum postupně tím, ţe měří intenzitu 
záření dopadající do výstupní štěrbiny a postupně mění vlnovou délku. Analýza jednotlivých 
prvků tak probíhá postupně. U simultánního uspořádání dochází ke snímání intenzity 
dopadajícího záření ve více výstupních štěrbinách současně. Tyto jsou nastaveny na konkrétní 
vlnové délky a kaţdá má svůj vlastní fotonásobič (společně tvoří kanál). Můţeme tak 
analyzovat pouze ty prvky, pro které máme nainstalovaný příslušný kanál. [72] 
2.5.1.3 Interpretace spekter 
Optická emisní spektrometrie je základním nástrojem pro diagnostiku plazmatu. Výhodou 
je její relativní jednoduchost, a tím i přijatelná cena. Na rozdíl od ostatních metod procesy 
probíhající uvnitř plazmatu nijak neovlivňuje. Je pouţitelná pro všechny typy výbojů za 
nejrůznějších podmínek. Nevýhodou ovšem je, ţe získáváme informace pouze z některých 
atomárních a molekulárních stavů, takţe je obtíţné získat komplexní informace o stavu 
plazmatu. OES se pouţívá ke stanovení sloţení plazmatu, teploty neutrálního plynu a 
energetických poměrů ve výboji. Pro tento účel se nejlépe hodí spektra dvouatomových 
molekul. [73, 74] 
Rotační teplota charakterizuje rotační rozdělení stavů molekuly a v podstatě odpovídá 
teplotě neutrálního plynu (platí pro případy, kdy jsou v plazmatu přítomny jen molekuly 
jednoho plynu). Počet molekul nabuzených do jednotlivých rotačních stavů v rámci jedné 
vibrační hladiny konkrétního elektronového stavu lze popsat podle Boltzmannova rozdělení  
      
 
    
   ,          (5) 
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kde TR je rotační teplota, FJ je hodnota rotačního termu, J představuje daný rotační stav a k je 
Boltzmannova konstanta. Rotační teplotu lze pak určit ze směrnice lineární závislosti vztahu  
  
            
        
       
  
     
   
      ,        (6) 
kde             
        
 je intenzita spektrální čáry emisního spektra při přechodu elektronu z rotační 
hladiny J´ vibračního stavu v´a elektronového stavu n´ do niţšího elektronově vibračního 
stavu J´´, v´´ a n´´. Pro multiplety lze vyuţít poznatku, ţe                , takţe 
   
            
        
     
  
     
   
      . [44, 73, 74]      (7) 
Vibrační (excitační) teplota v neizotermickém plazmatu bývá zpravidla vyšší neţ teplota 
rotační a menší neţ teplota elektronová. Na její hodnotu má vliv stupeň ionizace plazmatu, 
teplota elektronů, teplota a tlak neutrálního plynu, chemické reakce v plazmatu probíhající. Je 
proto vhodnější omezit se pouze na stanovení relativních vibračních populací jednotlivých 
vibračních hladin, tedy vypočítat hodnoty 
       
       
          
,          (8) 
kde         je intenzita vibračního pásu, ν´ a ν´´ jsou vibrační čísla horního, resp. dolního stavu, 
         je pravděpodobnost přechodu a υ je vlnočet pásu. Vyneseme-li pak tyto hodnoty 
v závislosti na vibračním kvantovém čísle horního stavu, můţeme posoudit, zde vibrační 
rozdělení je či není Boltzmannovské. Pokud je závislost zhruba lineární, lze určit rotační 
teplotu ze vztahu  
  
      
          
  
  
 
  
,         (9) 
kde   
  je energie vibrační hladiny horního elektronového stavu oproti dnu potenciálové 
křivky základního stavu. Pokud není vibrační rozdělení Boltzmannovské, nemá smysl 
vibrační teplotu určovat. [44, 73, 74] 
2.5.2 Skanovací (rastrovací) elektronová mikroskopie (SEM) 
2.5.2.1 Základní princip a popis metody 
Skanovací (rastrovací, řádkovací) elektronová mikroskopie se řadí k mikroskopickým 
metodám, u kterých obraz vzniká postupným skládáním jednotlivých signálů odpovídajících 
jednotlivým bodům vzorku. Vyuţívá se k analýze povrchů. K tomuto účelu slouţí skanovací 
elektronový mikroskop, který na rozdíl od světelného mikroskopu vyuţívá pro tvorbu obrazu 
elektrony. [75, 76] 
Signály nutné pro tvorbu obrazu vnikají interakcí bombardujících elektronů (tzv. 
primárních) s atomy vzorku, a to pruţnými (elektron-jádro) nebo nepruţnými (elektron-
elektron) sráţkami. Signály jsou získávány z různých hloubek vzorku (maximálně 100 aţ 
200 μm). Pruţné sráţky produkují zpětně odraţené elektrony (BSE, backscattered electrons). 
Nepruţné sráţky předávají energii vzorku, dochází k návratu atomů na základní hladinu, coţ 
je provázeno uvolněním určitého mnoţství (kvanta) energie ve formě sekundárních elektronů 
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(SE, secondary electrons), rentgenového záření, fotonů světla (katodoluminiscence), a také 
nezářivých přechodů fononů (teplo). [76] Schéma interakcí elektronového svazku 
s materiálem vzorku je uvedeno na obrázku č. 12.  
Obr. č. 12: Signály vzniklé interakcí elektronového svazku s materiálem. [75] 
Protoţe je uvolněné rentgenové záření charakteristické (odpovídá přechodům daného 
prvku), je vhodné pro kvalitativní i kvantitativní analýzu povrchu. Oba typy elektronů (BSE i 
SE) poskytují informace o topografii vzorku, sekundární elektrony ovšem s vyšším 
rozlišením. Zpětně odraţené elektrony oproti nim pronikají do větších hloubek a umoţňují tak 
získat i informace o sloţení vzorku. [76] 
2.5.2.2 Instrumentace 
SEM tvoří čtyři základní systémy, a to osvětlovací (zobrazovací), informační, záznamový a 
vakuový. [76] 
Osvětlovací systém se skládá z elektronového děla a několika magnetických čoček. Slouţí 
ke generaci svazků elektronů a jejich směrování na vzorek. Elektrony jsou produkovány 
průchodem proudu katodou: dochází k záhřevu katody aţ do okamţiku, kdy je dosaţeno 
určitého napětí mezi katodou a anodou potřebného pro jejich vznik. Elektrony procházejí 
otvorem clony, jsou přitahovány k anodě a dochází k jejich urychlení díky tzv. urychlujícímu 
napětí. Čočky poté vytvářejí spojitý elektronový paprsek a sniţují jeho průměr (asi na 100 Å), 
coţ je nutné pro efektivní zobrazení. Jsou odpovědné také za zaostření a zvětšení obrazu. 
Další důleţitou částí systému je vychylovací cívka, která má za úkol směrovat elektronový 
paprsek skrz vzorek [76] 
Hlavními částmi informačního systému jsou vzorek, který poskytuje signál na základě 
interakce s paprskem, a série detektorů, které tyto signály rozeznávají a analyzují. Jak jiţ bylo 
zmíněno výše, existují elektronové a rentgenové signály a signály zaloţené na 
katodoluminiscenci. K jejich vyhodnocení se uţívá Everhart-Thornley elektronový detektor, 
BSE detektory s pevnou fází a Robinsonův detektor. Pro efektivní emisi elektronů je nutné 
zajistit vodivost vzorku. Nevodivé materiály je nutné pokrýt vodivou vrstvou (uhlík, platina, 
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zlato) a uzemnit je tak, aby nedocházelo k absorpci elektronů. Pouţívají se dvě metody, a to 
vakuové napaření a katodové naprášení. [75, 76]  
Výsledkem rozeznání a analýzy signálu v detektoru je obraz, který lze pozorovat na 
obrazovce záznamového systému. [76] 
Optický sloupec i komora na vzorky pracují za vysokého vakua (≥ 10-4 torr), které je 
kontinuálně vytvářeno pumpami (rotační, difúzní, turbomolekulární). Vakuum je nutné uţít 
z několika důvodů. Molekuly zbytkových plynů mohou způsobit rozptýlení elektronového 
paprsku, čímţ dochází zejména k velmi znatelnému sníţení rozlišovací schopnosti přístroje. 
Dále můţe docházet k oxidaci katody, k vzniku elektrického výboje podél optické osy a ke 
kontaminaci vzorku. [76] 
2.6 Vliv plazmatu na materiály 
Potenciál plazmové sterilizace pro dekontaminaci materiálů citlivých na působení vysoké 
teploty je dlouhodobě známým a všeobecně přijímaným faktem. V současnosti ovšem 
nemáme dokonalé znalosti o vlastnostech samotného plazmatu, a tudíţ ani o jeho vlivu na 
opracovávaný materiál nebo na biologické systémy. Snaha o pochopení těchto zákonitostí je 
velmi důleţitá zejména pro potřeby lékařství, potravinářství a farmacie. Tato odvětví 
vyuţívají zejména polyethylen (PE) a polyethlyentereftalát (PET), jejichţ sterilizace je 
konvenčními metodami problematická díky jejich nízké tepelné odolnosti. Pravdou je, většina 
prací se zaměřuje na sterilizaci jako takovou, ale o interakci plazmatu s materiálem víme 
doposud velmi málo. [24, 25, 27] 
Dílčí poznatky o degradaci papíru přinesl ve své studii Laguardia [26]. Plazma působící na 
papír způsobuje reakce s řetězci celulosy a s nečistotami povrchu, coţ má ve svém důsledku 
spíše pozitivní význam (polymerace vede ke zlepšení pevnosti materiálu). U argonu bylo 
ovšem zjištěno, ţe má na papír díky silné emisi UV záření negativní vliv. 
Konkrétní teorii osvětlující příčiny degradace zejména citlivých a kombinovaných 
materiálů přinesla studie Cvelbara [67]. Prokázal, ţe doutnavý výboj (pracovní plyn kyslík) 
způsobuje záhřev materiálu v důsledku rekombinace kyslíkových atomů. Tento jev podporuje 
sterilizační účinnost, protoţe vzrůst teploty pomáhá leptání mikroorganismů atom po atomu. 
Na druhou stranu musí být sníţeny pracovní časy, protoţe jinak hrozí destrukce materiálu 
díky uvolnění přebytečné energie, která způsobí lokální přehřátí materiálu. Uvolněná energie 
dosahuje několika elektronvoltů. Tento problém je největší u materiálů citlivých (polymery) a 
kombinovaných díky vysokým hodnotám rekombinačních koeficientů γ 
  
  
  
      
    
,          (10) 
kde n0 je hustota kyslíkových atomů v okolí materiálu, υ je průměrná tepelná rychlost 
kyslíkových atomů, WD disociační energie kyslíkové molekuly, S katalyzovaný povrch, m 
hmotnost materiálu, cp specifická tepelná kapacita a γ rekombinační koeficient kyslíkových 
atomů. Z této rovnice lze určit i pracovní čas, který nezpůsobí přehřátí materiálu. Vţdy je 
vhodnější uţití pulzního módu. 
51 
  
Miao a Jierong [77] a Liu [78] zkoumali účinky přímého a vzdáleného kyslíkového 
plazmatu na medicínské PVC a PTFE. U obou reţimů došlo k zvýšení hydrofility materiálu, a 
tím pádem i k ţádoucímu zlepšení smáčivosti. Díky tomu, ţe kyslíkové plazma má vysoké 
koncentrace jak radikálů, tak i nabitých částic, dochází při přímé expozici k leptání substrátu. 
Vzdálené plazma naopak zlepšilo povrchové vlastnosti, díky vnesení funkčních skupin 
s obsahem kyslíku a dechloraci.  
Kylián [79] pomocí profilometrické metody prokázal, ţe plazma zaloţené na účincích 
argonu (směs Ar-O2) má negativní účinky na polymerní materiály (polystyren). Tato 
skutečnost je způsobena rekombinací radikálů na povrchu, čímţ dochází k místnímu záhřevu 
a leptání materiálu. K podobným závěrům dospěl i Pollak [49] pro argon s kontaminací 
vzdušných a vodních par a pro směs N2-O2 testovaných rovněţ na polystyrenu. U čistého 
argonu nebyly pozorovány ţádné destrukční účinky, coţ potvrzuje i práce Weltmanna [53]. 
Villeger [57] označil dusík za plyn pro polymery bezpečný, díky výskytu neagresivních 
atomů dusíku.  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
Cílem experimentální části této diplomové práce je studium inaktivačních účinků 
dielektrického bariérového výboje (DBD). Metoda plazmové sterilizace byla studována za 
různých pracovních podmínek (typ plynu, nosného materiálu, hustota výkonu, expoziční čas). 
Jako bioindikátor byly zvoleny spory plísně Aspergillus niger, protoţe vykazují nejvyšší 
odolnost vůči účinkům UV záření, které je jedním z dekontaminačních mechanismů plazmové 
sterilizace. Vědci ovšem nejsou doposud jednotní, jak velký dekontaminační účinek UV 
záření přisoudit. Feichtinger, Heise a Muranyi popisují silné dekontaminační účinky [15, 25, 
27], zatímco Gadri, Laroussi, Leipold a další jsou opačného názoru [16, 43, 62]. Proto byly 
v této práci studovány účinky UV záření a teploty odděleně. Sterilizační účinnost procesu 
byla stanovena pomocí nepřímé kultivační metody. Pomocí OES byla dále provedena 
diagnostika plazmatu, SEM snímky poslouţily pro posouzení míry poškození nosného 
materiálu plazmatem. 
3.1 Experimentální zařízení 
Experimentální aparatura je zaloţena na principu objemového dielektrického bariérového 
výboje. Plazmové zařízení (obrázek č. 13) se skládá z regulovatelného zdroje stejnosměrného 
(DC) napětí, vysokofrekvenčního zdroje, vysokonapěťového (HF) autotransformátoru a 
samotného DBD reaktoru. Na zařízení lze připojit časovač. Výboj je generován mezi dvěma 
kovovými elektrodami pokrytými dielektrickou bariérovou vrstvou. Napětí mezi elektrodami 
lze při daném uspořádání měnit v rozsahu 3–10 kV, s frekvencí do 10 kHz. Vnější rozměry 
DBD reaktoru jsou 120 × 118 × 120 mm. Objem výboje je pak dán plochou elektrod 90 x 
70 mm a jejich vzdáleností. Vzdálenost elektrod lze pomocí šroubu měnit v závislosti na 
pouţitém pracovním plynu např. pro dusík nebo argon je vzdálenost 3 mm. Jako materiál 
dielektrika je pouţit mikanit (štípaná slída), tloušťka vrstvy je 0,5 mm. Na obrázku č. 14 je 
zobrazeno schéma elektrického obvodu a reaktoru. [44] 
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Obr. č. 13: Plazmové zařízení: 1 - regulovatelný zdroj stejnosměrného napětí; 2 - vysoko- 
frekvenční zdroj; 3 - vysokonapěťový (VN) transformátor a 4 - DBD reaktor. [44] 
Obr. č. 14: A/ Schéma el. obvodu; B/ Schéma DBD reaktoru. [44] 
3.2 Optická emisní spektrometrie plazmatu 
Pro diagnostiku výboje byla uţita optická emisní spektrometrie. Pro měření spekter byl 
vyuţit přístroj Jobin-Yvon TRIAX 550 s mříţkou 1200 a 3600 vrypů/mm, vybavený CCD 
detektorem chlazeným dusíkem. Spektra byla měřena v dusíku a argonu v rozsahu 200–
400 nm (UV oblast). K tomuto účelu byla vyuţita mříţka 3600 vrypů/mm. Dále byla na 
mříţce 1200 vrypů/mm měřena přehledová spektra pro oba pracovní plyny v rozmezí 
vlnových délek od 200 do 800 nm. 
Spektrum dusíku a argonu bylo měřeno přímo pomocí optického vlákna zpevněného 
kovovou spirálou, které bylo prostrčeno skrz plexisklový kryt.  
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Změření a zpracování spekter provedla Mgr. Věra Mazánková za pouţití programu 
Spectrum Analyzer 1.6. Tento program také umoţnil výpočet rotačních a vibračních teplot 
pro oba pracovní plyny. 
3.3 Skanovací elektronová mikroskopie 
Skanovací elektronová mikroskopie byla zvolena pro studium povrchu nosného materiálu, 
resp. pro detekci moţných poškození způsobených výbojem. Pro pořízení snímků byl vyuţit 
přístroj Philips XL 30 SEM s SE detektorem. Vodivá vrstva na bázi Au/Pd byla na vzorky 
nanesena pomocí přístroje Polarom. Urychlující napětí dosahovalo 20 kV, snímky byly 
pořízeny se zvětšením 1 000, 10 000 a 20 000.  
3.4 Mikrobiologické postupy 
3.4.1 Použitý mikroorganismus 
Sledovaný bioindikátor Aspergillus niger F8189 byl získán v České sbírce mikroorganismů 
Masarykovy univerzity Brno. Kultivace proběhla na sladinovém šikmém agaru po dobu 7 dní 
při 25 °C.  
3.4.2 Živné médium 
Jako ţivné médium byl uţit sladinový agar. Pivovarská sladina (pivovar Starobrno a. s., 
Brno) byla zředěna destilovanou vodou na 7 °dle Ballinga. Hodnota pH byla upravena na 6,6–
6,8 nasyceným roztokem NaHCO3. Ke sladinovému extraktu byly přidány 2% hm. agaru 
Himedia RM 026. Takto připravené médium bylo nakonec vysterilizováno. 
3.4.3 Fyziologický roztok 
Pro ředění byl uţit sterilní fyziologický roztok připravený z 8,5 g NaCl na 1 l deionizované 
vody.  
3.4.4 Příprava očkovací suspenze 
Do zkumavky obsahující 7 denní kulturu Aspergillus niger bylo nalito 5 ml fyziologického 
roztoku s přídavkem Tweenu 80 (0,1 ml na 100 ml média). Spory byly do roztoku opatrně 
uvolněny pomocí bakteriologické kličky. Takto vzniklá suspenze byla poté nalita do 
uzavíratelných sterilních mikrozkumavek o objemu 2 ml. Následovala trojnásobná 
centrifugace (5 min, 4 °C, 10 000 otáček) s promytím 2 ml sterilního fyziologického roztoku. 
Po třech promytích byl supernatant čirý a na dně mikrozkumavek byly usazeny spory A. 
niger. Tímto způsobem byla získána suspenze spor o koncentraci 1∙107 aţ 1∙108 spor∙ml-1.  
3.4.5 Příprava vzorků 
100 µl suspenze spor bylo pomocí mikropipety naneseno na nosný materiál. Tímto byl 
sterilní papír Whatman no. 1 nebo PET fólie (průměr 3 cm) rozloţený v Petriho miskách (viz. 
obrázek č. 15). Takto připravené vzorky byly ponechány 24 hodin v termostatu při teplotě 
25°C za aerobních podmínek, aby došlo k zaschnutí aplikované suspenze. 
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Obr. č. 15: Petriho miska se vzorky k opracování. 
3.5 Opracování vzorků 
Samotné opracování vzorků bylo provedeno v prostoru DBD reaktoru. Celý box byl 
nejprve sterilizován ethanolem, aby se zabránilo sekundární kontaminaci. Pinzeta uţívaná pro 
aplikaci vzorků byla rovněţ sterilizována ethanolem, v průběhu práce pak nad plamenem.  
Nosný materiál s nanesenou očkovací suspenzí byl umístěn do středu spodní elektrody 
pomocí speciálního drţáku. Tento je vyroben z mikanitu a pokryt oboustrannou lepící páskou 
tak, aby se zabránilo posunutí vzorků vlivem proudu plynu. Po uzavření boxu byla nastavena 
poţadovaná vzdálenost elektrod. Po dvou minutách, kdy došlo k dokonalému vyplnění 
pracovního prostoru plynem, bylo zařízení spuštěno na zvolený čas a hustotu napětí.  
Po expozici plazmatem byly vzorky vloţeny do 10 ml sterilního fyziologického roztoku s 
Tweenem 80 a skleněnými kuličkami, protřepány a ponechány na třepačce do druhého dne. 
Roztok nejenţe zabránil sekundární kontaminaci, ale zvýšil i hydrofilitu potenciálních 
přeţivších spor, a tím i jejich vymývání do roztoku. Vymývání bylo navíc podpořeno třecími 
silami na rozhraní kuliček a vzorku.  
3.6 Vyhodnocení 
Pro kvantitativní vyhodnocení sterilizačních účinků DBD byla pouţita nepřímá kultivační 
(plotnová) metoda stanovení počtu mikrobiálních buněk. Metoda při vyhodnocení vychází 
z předpokladu, ţe z kaţdé vitální buňky vyroste jedna kolonie. Aby byl moţný růst 
jednotlivých kolonií na povrchu média, je nutné ředění suspenzí mikrobiálních buněk. Pro 
tyto účely byl vyuţit koeficient ředění deset. Naředěné suspenze byly zaočkovány přelivem a 
kultivovány. Po určité době bylo moţné stanovit počet vyrostlých kolonií jako tzv. CFU 
(colony forming units), coţ odpovídá počtu přeţivších mikrobiálních buněk. 
Pro kaţdý vzorek byly připraveny dvě mikrozkumavky s 900 µl sterilního fyziologického 
roztoku a tři Petriho misky. Ze vzorku bylo odebráno 100 µl a naočkováno do Petriho misky 
č. 1. Dalších 100 µl vzorku bylo přidáno do první mikrozkumavky, promícháno a naneseno 
do misky č. 2. Nakonec bylo odebráno 100 µl vzorku z první mikrozkumavky, přeneseno do 
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druhé mikrozkumavky a po promíchání zaočkováno do misky č. 3. Všechny misky se vzorky 
byly zaočkovány přelivem (sladinový agar) a ponechány 48 hod v termostatu. Po dvou aţ 
třech dnech byly spočítány kolonie na jednotlivých miskách, po dalších dvou dnech byla 
navíc provedena kontrola.  
Pro konečné vyhodnocení byly vybrány plotny s počtem kolonií 20 aţ 200 (300). Počet 
kolonií byl vyjádřen jako průměrná hodnota paralelního stanovení, násobená příslušným 
ředěním a vztaţená na jeden mililitr objemu.  
3.7 Experimentální podmínky 
Opracování vzorků probíhalo za přesně definovaných podmínek, které lze charakterizovat 
hustotou plazmového výkonu, expozičním časem, druhem nosného materiálu a pracovním 
plynem (včetně hodnoty průtoku).  
Hustota plazmového výkonu je vyjádřena jako 
  
     
 
,           (12) 
kde U je napětí, I proud, η účinnost a V objem plazmatického výboje. Naše zařízení má 
rozměry elektrod 90 x 70 mm, vzdálenost elektrod 3 mm, účinnost 0,4. Pro vloţená napětí o 
velikosti 50 V, 60 V a 70 V je hustota plazmového výkonu 1 153,44 mWcm-3, 
1 803,17 mWcm-3 a 2 562,96 mWcm-3 (pro argon), 1 164,02 mWcm-3, 1 434,92 mWcm-3 a 
2 044,44 mWcm-3 (pro dusík). 
Hodnoty expozičních časů byly voleny v rozmezí 5 aţ 240 sekund. Průtok pracovních 
plynů (argonu i dusíku) dosáhl 3 lmin-1. Jako nosný materiál byl zvolen papír a PET fólie.  
V první části experimentu byly proměřeny série vzorků pro jednotlivé hustoty výkonu a 
pro vzrůstající doby opracování. U jednotlivých napětí byly zaznamenávány i hodnoty 
proudu, které si udrţovaly konstantní velikost. Abychom zabránili neţádoucímu působení 
tepla na sledované mikroorganismy, byla maximální doba opracování 30 s. Pokračovat 
v měření bylo moţné aţ po dvou minutách, kdy elektrody dostatečně vychladly.  
Druhá část experimentu měla za cíl oddělit jednotlivé inaktivační mechanismy. Vliv UV 
záření a teploty mohl být studován díky uţití křemenného skla umístěného na papírových 
vzorcích pro oba plyny a nejvyšší hustoty plazmového výkonu. Toto oddělené studium 
inaktivačních mechanismů je zaloţeno na skutečnosti, ţe křemenné sklo propouští pouze UV 
záření a teplo (nelze jej eliminovat), ale vzorek je uchráněn před účinky aktivních částic. Pro 
srovnání byla část vzorků ponechána volně, a tudíţ vystavena přímým účinkům výboje. Pro 
zhodnocení inaktivačního vlivu teploty byly pomocí termočlánku proměřeny její hodnoty 
v prostoru mezi elektrodami. Z technických důvodů nebylo však moţné měřit teplotu přímo 
při zapnutém výboji. Změřené hodnoty tak odpovídají teplotám před zapnutím a 
bezprostředně po vypnutí budícího zdroje. V termostatu byly poté simulovány podmínky 
odpovídající těmto změřeným hodnotám.  
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Cílem této diplomové práce bylo studium sterilizačních účinků dielektrického bariérového 
výboje (DBD) na bioindikátor Aspergillus niger. Na základě získaných výsledků lze posoudit 
jak celkovou účinnost výboje, tak i účinnost jednotlivých inaktivačních mechanismů ve 
výboji přítomných. S pomocí získaných závislostí počtu přeţivších mikrobiálních buněk 
v závislosti na pouţité hustotě výkonu, plynu, čase a nosném materiálu jsou vyvoditelné 
vhodné inaktivační podmínky pro tento mikroorganismus. Výsledky měření jsou přehledně 
uvedeny v následujících grafech a tabulkách.  
4.1 Vliv pracovních časů a velikosti hustoty plazmového výkonu 
Obrázky č. 16 a 17 zachycují inaktivační křivky v závislosti na čase a na velikosti hustoty 
plazmového výkonu. Počet přeţivších spor evidentně klesá s rostoucím pracovním časem a 
s hustotou výkonu.  
Pokud se zaměříme na výsledky získané pro argon, zjistíme, ţe pro sníţení kontaminace o 
5 řádů jsou potřebné rozdílné časy vzhledem k jednotlivým hustotám výkonu. Zatímco pro 
hustotu plazmového výkonu o velikosti 2 562,96 mW∙cm-3 je potřeba expozičního času 40 s, 
pro hodnotu 1 803,96 mW∙cm-3 je potřebných uţ 120 s. V případě nejniţší hustoty 
plazmového výkonu, tedy 1 153,44 mW∙cm-3, bylo dosaţeno redukce počtu mikroorganismů 
jen o 3 aţ 4 řády v čase 240 s.  
V plazmatu generovaném v dusíku byla moţná úplná inaktivace mikroorganismů v čase 
80 s při hustotě plazmového výkonu 2 044,44 mW∙cm-3, pro hustotu výkonu 
1 434,92 mW∙cm-3 uţ 150 s. Pro nejniţší výkon, tj. 1 164,02 mW cm-3, se podařilo dosáhnout 
inaktivace pouze o 1 aţ 2 řády. I přesto, ţe byl uţit delší pracovní čas, k další inaktivaci 
nedocházelo, křivka zůstávala konstantní. Z tohoto vyplývá, ţe jednotlivá plynná média jsou 
rozdílně účinná, jak bude uvedeno dále (viz. kapitola 4.2). 
Inaktivační křivky vykazují v obou případech exponenciální závislost, coţ je v souladu 
s prací Heiseho [25]. Jedná se o kinetiku prvního řádu, rychlost inaktivace tedy klesá 
s rostoucím časem. Autor zmiňuje saturační efekt, kdy delší pracovní časy způsobují uţ jen 
pozvolné nebo dokonce ţádné redukční účinky. Tento fakt připisuje tzv. efektu stínění, který 
je způsoben buď existencí více vrstev buněk a aglomerátů nebo vlastnostmi materiálu (viz. 
kapitola 4.6). V obou případech mají mikroorganismy zvýšenou ochranu a jsou proto vůči 
účinkům plazmatu odolnější. [18, 25, 27] Efekt stínění se projevil i v našem případě. Byl 
způsoben uţ samotným postupem nanesení spor, kdy tyto byly na materiál naneseny pipetou 
(viz. obrázek č. 15). Toto bodové nanesení nevede jako u sprejového nanášení ke vzniku 
homogenní vrstvy buněk, ale aglomerátů, které vykazují vyšší odolnost vůči sterilizačnímu 
zásahu. K této skutečnosti dále přispěla i povaha nosného média, kdy papír díky své 
pórovitosti efekt stínění ještě zintenzivnil.  
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Obr. č. 16: Inaktivační křivka v závislosti na čase a na pouţité hustotě plazmového výkonu 
pro argon. 
Obr. č. 17: Inaktivační křivka v závislosti na čase a na pouţité hustotě plazmového výkonu 
pro dusík. 
4.2 Vliv pracovního plynu 
Jednotlivá plynná média mají rozdílnou inaktivační účinnost, coţ je způsobeno jejich 
rozdílným sloţením. Tento fakt dobře odráţejí dále uvedená spektra pro oba pouţité pracovní 
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plyny (viz. kapitola 4.3) a je to evidentní i z porovnaných inaktivačních křivek (viz. kapitola 
4.1). Působením plazmatu se z plynného média uvolňují volné radikály a reaktivní částice, 
které mají pro mikroorganismy smrtící účinky. Podobné negativní účinky má také UV záření 
a teplota.  
V našem případě se u obou plynů projevovaly účinky UV záření a reaktivních částic. Ze 
spekter vychází najevo, ţe šlo zejména o volné radikály kyslíku, dusíku a radikály OH. UV 
záření bylo pro dusík indikováno v oblasti vlnových délek 220 aţ 290 nm, šlo o emisi NOγ 
molekulového pásu. U argonu jsou znatelné velmi intenzivní OH pásy. Právě vysoká intenzita 
OH můţe vysvětlovat vyšší účinnost argonu, protoţe efektivně leptá a oxiduje buněčné 
součásti, jak bylo popsáno v teoretické části (viz. kapitola 2.4.5). Heise [25] jako důvod 
vysoké efektivity argonu uvádí výskyt ArO* při vlnové délce 308 nm a Ar2
*
 při 126 nm. 
Uvolňuje se UV (VUV) záření, tzn. daleké UV záření v oblasti 100–200  nm. Protoţe se 
přirozeně nevyskytuje, mikroorganismy vůči němu nemají vyvinuté ochranné mechanismy. 
V našem spektru však nebyl tento efekt zaznamenán.  
Porovnáním blízkých hodnot výkonů pro dusík a argon (viz. obrázek č. 18) dojdeme ke 
stejnému závěru, tedy ţe argon je oproti dusíku účinnějším médiem. Je evidentní, ţe argon má 
vysoké inaktivační účinky i pro niţší hustoty výkonu. Při výkonu 1 164,02 mW∙cm-3 dojde 
k sníţení mikrobiální kontaminace o 4–5 řádů za 160 s. Dusík při hustotě výkonu 
1 153,44 mW∙cm-3 sniţuje kontaminaci pouze o 2–3 řády, přičemţ průběh křivky zůstává po 
počátečním sníţení konstantní. Pokud dojde v případě dusíku k zvýšení hustoty výkonu, 
vykazuje i on silnější inaktivační účinky. Při hustotě výkonu 2 044,44 mW∙cm-3 dojde 
k redukci o 5 řádů v čase 80 s. Argon sniţuje mikrobiální kontaminaci o 5 řádů při hustotě 
výkonu 1 803,17 mW∙cm-3 v čase 100 s.  
Obr. č. 18: Srovnání účinnosti argonu a dusíku. 
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4.3 Diagnostika plazmatu pomocí OES 
Na obrázcích č. 19 a 20 jsou uvedena emisní spektra obou pouţitých plynů, tedy argonu a 
dusíku. Pomocí těchto spekter lze vysvětlit dekontaminační účinky obou plynných médií.  
Spektrum argonu má silné emise kolem 308 nm, coţ je způsobeno existencí OH systému. 
Dále je pozorovatelný druhý systém dusíku (337 nm, 357 nm a 380 nm) a v rozmezí vlnových 
délek 385–389 nm pak CN systém. V přehledovém spektru byly dále viditelné argonové čáry 
(oblast nad 690 nm) a čáry atomárního kyslíku (777 nm). Ačkoliv byla předpokládána i 
přítomnost NO systému, nepodařilo se ho detekovat. Přítomnost čar atomárního kyslíku a 
druhého systému dusíku je pravděpodobně způsobena přítomností nečistot v argonu, a také 
netěsností aparatury. 
Obr. č. 19: Emisní spektrum výboje buzeného v argonu (200–350 nm). 
Spektrum dusíku vykazuje, podobně jako spektrum argonu, OH systém v oblasti 306–
310 nm. Dále byl detekován druhý pozitivní systém dusíku. V rozmezí 220–290 nm je 
pozorovatelná emise NOγ molekulového pásu. Účinky UV záření jsou nejvyšší právě 
v rozmezí těchto vlnových délek. Tento jev je způsoben stopami kyslíku v měřeném plynu. 
Kyslík se zde můţe vyskytovat jako nečistota, vliv můţe mít i netěsnost aparatury. Dále se 
v emisním spektru vyskytuje druhý pozitivní systém dusíku (315, 337, 357 a 380 nm).  
Všechny uvedené systémy včetně vlnových délek shrnuje tabulka č. 2.  
Při srovnání obou spekter je také evidentní, ţe intenzita OH systému u argonu je výrazně 
vyšší neţ v případě dusíku. Na základě této skutečnosti usuzujeme, ţe aktivní částice hrají 
v našem typu výboje hlavní inaktivační roli. Dusík má díky menší intenzitě OH systému niţší 
inaktivační účinky neţ argon.  
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Obr. č. 20: Emisní spektrum výboje buzeného v dusíku (200–350 nm). 
Tabulka 2: Identifikované systémy s příslušnými vlnovými délkami. 
vlnová délka [nm] argon dusík 
220-290 - NOγ systém 
306-310 OH systém OH systém 
315 - N2-2. pozitivní systém (pás 1-0) 
337 N2-2. pozitivní systém (pás 0-0) N2-2. pozitivní systém (pás 0-0) 
357 N2-2. pozitivní systém (pás 0-1) N2-2. pozitivní systém (pás 0-1) 
380 N2-2. pozitivní systém (pás 0-2) N2-2. pozitivní systém (pás 0-2) 
385-389 CN systém - 
690 Ar čáry - 
777 čáry O - 
 
Jak jiţ bylo řečeno v kapitole 2.5.1, rotační a vibrační teploty jsou významnými 
charakteristikami plazmatu. Vibrační teplota vypovídá o úrovni excitace plazmatu. V 
neizotermickém plazmatu bývá zpravidla vyšší neţ teplota rotační. Z výsledků je tedy patrné, 
ţe pouţité plazma je neizotermické. Rotační teplota poskytuje informaci o přítomnosti 
těţkých částic v hořícím plazmatu a koresponduje s teplotou neutrálního plynu. Pomocí 
rotačních teplot lze tudíţ určit, zda měla zvýšená teplota vliv na inaktivaci mikroorganismů. 
Jak ukazuje tabulka č. 3, rotační teploty pro argon jsou nízké, tudíţ lze povaţovat vliv teploty 
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za zanedbatelný. V případě plazmatu generovaného v dusíku však mohlo mít zvýšení teploty 
vliv na inaktivaci přítomných mikroorganismů. 
Tabulka 3: Rotační a vibrační teploty pro argon a dusík. 
Plyn – Hustota výkon Trot [K] Tvibr [K] 
Dusík – 2 044,44 mW/cm3 570 ± 110 1632 ± 73 
Argon – 2 562,96 mW/cm3 234 ± 16 1560 ± 408 
4.4 Vliv UV 
Jak jiţ bylo detailně rozebráno v teoretické části (kapitola 2.4.5), UV záření patří 
k hlavním inaktivačním mechanismům uplatňujících se v plazmatu. Aby bylo moţné oddělit 
účinky UV záření od ostatních mechanismů, bylo pouţito křemenné sklo. To má schopnost 
propouštět celou krátkovlnnou oblast UV paprsků. Tímto způsobem je sice moţné 
odseparovat účinky aktivních částic od UV záření, teplotu ale eliminovat nelze. UV záření a 
teplota tedy působí synergicky. Uţití UV filtrů popsali ve svých studiích mnozí autoři, např. 
Feichtinger [15], Schneider [18], Trompeter [19] Kong [68].  
Samotné provedení experimentu se v zásadě nelišilo od běţného postupu, pouze byla část 
vzorků zakryta křemenným sklem a část ponechána volně. Zatímco zakryté vzorky byly 
vystaveny vlivu teploty a UV záření, na druhou část působily i aktivní částice plazmatu.  
Na obrázcích č. 19 a 20 jsou znázorněny grafy srovnávající účinky UV záření v kombinaci 
s teplotou a přímé účinky plazmatu pro oba plyny. V obou případech lze konstatovat, ţe výboj 
má mnohem vyšší sterilizační účinky, pokud působí přímo na vzorek. Z uvedených závislostí 
je zřejmé, ţe pro náš typ výboje hrají aktivní částice hlavní inaktivační roli. U dusíku 
(2 044,44 mW∙cm-3) bylo při přímém působení plazmatu dosaţeno redukce 7 řádů v čase 
120 s, při uţití argonu (2 562,96 mW∙cm-3) byl pro shodnou redukci nutný čas 40 s.  
U vzorků chráněných křemenným sklem došlo u argonu i dusíku k inaktivaci o necelé 2 
řády při době působení 180 s. Tento fakt je dán synergickým působením UV záření a teploty, 
tudíţ vyloučením příspěvku aktivních částic. U dusíku byly zjištěny v oblasti 220–290 nm 
emise NOγ systému, byla tedy prokázána přítomnost krátkovlnného UV záření. V argonu 
tento jev nebyl pozorován.  
Nízká účinnost UV záření v kombinaci s teplotou můţe být vysvětlena zvýšenou odolností 
Aspergillus niger vůči těmto vlivům (je chráněn vůči škodlivým UV paprskům černou 
pigmentací). Do budoucna by bylo vhodné proměřit účinky DBD výboje také na 
mikroorganismech, které touto ochranou nedisponují.  
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Obr. č. 19: Srovnání sterilizačních účinků plazmatu a UV záření v kombinaci s teplotou 
(výboj generován v argonu). 
Obr. č. 20: Srovnání sterilizačních účinků plazmatu a UV záření v kombinaci s teplotou 
(výboj generován v dusíku). 
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4.5 Vliv teploty 
Aby bylo moţné zjistit, jak velký inaktivační vliv na mikroorganismy má teplota, bylo 
nutné nejprve proměřit teplotu výboje pomocí termočlánku. Následně byly podmínky výboje 
simulovány v termostatu, čímţ jsme dosáhli separace tohoto inaktivačního vlivu od ostatních.  
4.5.1 Měření teploty pomocí termočlánku 
Cílem tohoto měření bylo zjištění teplotních poměrů v našem výboji. Za tímto účelem byl 
uţit termočlánek, který umoţnil změření teploty mezi elektrodami reaktoru. První teplota (t1) 
byla změřena před spuštěním výboje, druhá bezprostředně po jeho vypnutí (t2). Výboj byl 
spuštěn vţdy po dobu 30 s, poté následovala prodleva trvající 2 minuty. Způsob měření tedy 
odpovídal stejným podmínkám, při kterých byly ošetřovány samotné vzorky. Celkem bylo 
proměřeno šest dvojic teplot pro dusík i pro argon při nejvyšší hodnotě hustoty plazmového 
výkonu. Výsledky jsou přehledně uvedeny v tabulce č. 3.  
Pro dusík bylo zjištěno, ţe ohřev po 30 s trvání výboje dosahuje 8–12 °C, při chladnutí 
dochází v prostoru mezi elektrodami k poklesu teploty o 2–8 °C. Vzorky opracovávané po 
nejkratší dobu byly vystaveny teplotě 25–36 °C, zatímco při 180 s pracovním čase dosahovaly 
teploty hodnot 48–58 °C. V argonu dochází po 30 s k ohřevu o 7–8 °C, při chladnutí se 
teplota sniţuje o 4–6 °C. Na vzorky opracovávané po dobu 30 s působila teplota 28–36 °C, 
180 s expozice vedla k vystavení vzorků teplotám 42–49 °C. Tyto hodnoty podporují také 
výše uvedená měření rotačních teplot, kdy v argonu dochází k menšímu ohřevu neţ v dusíku. 
Z tohoto důvodu byly pro měření v termostatu uţity hodnoty zjištěné pro dusík.  
Tabulka č. 3: Teploty změřené mezi elektrodami při výboji generovaném v dusíku a argonu. 
  argon dusík 
čas [s] t1 [°C] t2 [°C] t1 [°C] t2 [°C] 
30 28,1 36,2 25,3 35,9 
60 32,2 39,8 33,5 44,1 
90 36,1 44,4 38,4 48,5 
120 38,9 46,0 41,6 53,8 
150 40,7 47,8 45,8 53,7 
180 42,3 49,0 47,8 57,7 
4.5.2 Měření teploty v termostatu 
Na základě výsledků získaných při měření s termočlánkem a ze zjištěných rotačních teplot 
jsme usoudili, ţe v dusíku dochází k výraznějšímu uplatnění teploty neţ u argonu. Proto byly 
pro zjištění příspěvku teploty k celkové sterilizační účinnosti výboje uţity hodnoty teplot pro 
dusík jako pracovní plyn. Pro simulaci reálných teplotních podmínek výboje byl uţit 
termostat.  
Vzorky byly připraveny běţným postupem, a poté byly vystavovány teplotám, které jsme 
naměřili termočlánkem v DBD při pouţití dusíku jako pracovního plynu. Nejprve byla na 
termostatu nastavena teplota 36 °C. Po 30 s jsme odebrali první misku se vzorky, ostatní byly 
vystaveny teplotě 32 °C a vyjmuty aţ po 2 minutách. Následovala teplota 44 °C, opětovné 
vloţení misek do termostatu, odebrání druhé misky po 30 s, ostatní byly vystaveny teplotě 
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40 °C po dobu 2 minut atd. Postup se stále opakoval aţ do teploty 58 °C, která působila na 
poslední vzorek. Pouţitý teplotní reţim přehledně vystihuje tabulka č. 4.  
Tabulka č. 4: Teploty uţité při měření v termostatu. 
čas [s] t1 [°C] t2 [°C] 
30 36 32 
60 44 40 
90 49 42 
120 53 46 
150 54 48 
180 58 - 
Výsledky získané měřením v termostatu byly srovnány s výsledky dosaţenými ve výboji. 
Srovnání sterilizačních účinků teploty, UV záření v kombinaci s teplotou a přímého plazmatu 
je uvedeno na obrázku č. 21. Největšího sterilizačního účinku bylo dosaţeno v plazmatu, a to 
díky synergickému působení teploty, UV záření a aktivních částic. Při teplotní inaktivaci je 
pozorovatelný velmi nízký účinek. Po 180 s expozici došlo k redukci o 0,5 řádu. Tato 
skutečnost můţe být způsobena tím, ţe Aspergillus niger je schopen přeţít teploty 45–47 °C 
[9]. Tyto teploty byly sice překročeny, ale doba expozice byla poměrně krátká (horkovzdušná 
sterilace je prováděna při teplotách 160–180 °C pod dobu 30 aţ 120 min). Můţeme proto 
konstatovat, ţe vliv teploty v našem výboji je pro A. niger zanedbatelný.  
Obr. č. 21: Srovnání sterilizačních účinků plazmatu, UV záření v kombinaci s teplotou a 
teploty (výboj generován v dusíku). 
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4.6 Vliv nosného média 
Nosný materiál hraje při sledování účinnosti plazmové sterilizace zásadní roli. Je třeba si 
uvědomit, ţe se jednotlivé druhy materiálů liší svými vlastnostmi, a tím pádem na ně působí 
plazma odlišným způsobem. Navíc mohou některé z nich mít pro mikroorganismy ochranný 
efekt (efekt stínění), coţ má na účinnost dekontaminačního zákroku zásadní vliv. [27] 
Při pokusu byla pouţita dvě nosná media, a to papír a polymer (PET). Papír je oproti PET 
fólii značně pórovitý, takţe poskytuje mikroorganismům ochranu. I proto se o něm uvaţuje 
jako o moţném nosiči v případě zneuţití biologických zbraní. [17] Polymer se svým hladkým 
celistvým povrchem toto neumoţňuje. I pro tuto výjimečnou vlastnost je nejpouţívanějším 
obalovým materiálem v průmyslu. [27] Porovnání struktury obou materiálů je znázorněno na 
obrázku č. 22.  
Obr. č. 22: Srovnání struktury povrchu u papíru (dole, zvětšení 200) a PET fólie (zvětšení 
10 000) na SEM snímku. 
Pokud porovnáváme obsah spor nanesených na materiál a obsah spor v referenčních 
vzorcích zjišťujeme, ţe se hodnoty liší. Znamená to, ţe i kdyţ původní suspenze obsahovala 
1∙107 spor∙ml-1, došlo k úbytku populace během sušení v termostatu. 
Na obrázku č. 23 je znázorněna inaktivační křivka pro tytéţ časy a shodnou hustotu 
výkonu v argonu, ovšem s pouţitím dvou různých nosných medií, papíru a PET fólie. Je 
evidentní, ţe mikrobiální kontaminace na polymeru je minimálně o jeden řád vyšší, a ţe 
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dekontaminace probíhá pozvolně. Naopak papír má pro mikroorganismy silný ochranný efekt. 
Do očkovací suspenze se ani po dlouhodobějším vytřepávání neuvolní všechny mikrobiální 
buňky, takţe papír navenek vykazuje niţší stupeň zamoření. Pokud se pro opracování nezvolí 
dostatečně dlouhé expoziční časy a hustoty výkonu, lze předpokládat, ţe v pórech zůstanou 
ţivotaschopné mikrobiální buňky.  
Obr. č. 23: Srovnání účinků plazmové sterilizace za uţití různých nosných médií. 
4.7 Povrchová analýza pomocí SEM 
Jak jiţ bylo řečeno v kapitole 2.6, zdrojů zabývajících se účinky plazmatu na exponovaný 
materiál je k dispozici velmi málo. Z práce Gadriho [16] vyplývá, ţe dielektrický bariérový 
výboj můţe na povrchu polymerů způsobovat tzv. důlkovou korozi. Podobné závěry lze 
vyvodit i ze studií týmu Liu, Miao a Jierong [77, 78]. Pokud porovnáme námi pořízené 
snímky (viz. obrázek č. 24 a 25) s fotografiemi uveřejněnými v těchto pracích, zjistíme, ţe náš 
výboj způsobuje poškození PET fólie podobného charakteru. Je to evidentní zejména při 
srovnání vzorku referenčního a vzorků, které byly vystaveny účinkům plazmatu po delší 
dobu.  
Protoţe je PET jedním z hlavních obalových materiálů v potravinářském průmyslu [27] a 
stále více se uţívá i v lékařské praxi a farmaceutické výrobě [25], bude do budoucna vhodné 
studovat účinky plazmatu na tento materiál detailněji.  
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Obr. č. 24: SEM snímek PET fólie před ošetřením plazmatem (zvětšení 20 000). 
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Obr. č. 25: SEM snímky PET fólie po 4 minutách opracování (nahoře argon, dole dusík, 
zvětšení 20 000). 
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5 ZÁVĚR 
V experimentální části této diplomové práce bylo dokázáno, ţe plazmová sterilizace za 
normálního tlaku je účinnou alternativou pro sterilizaci běţných materiálů. Při nastavení 
vhodných podmínek výboje dochází k efektivní inaktivaci příslušného druhu 
mikroorganismu. Metoda je při optimálním nastavení výboje šetrná k materiálu, 
poţadovaného účinku lze dosáhnout v krátkých pracovních časech a s nízkými náklady. Tyto 
poznatky mají mimořádný význam zejména pro oblast zdravotnictví, potravinářství a 
farmacie, kde jsou pouţívány citlivé materiály.  
Uplatnění plazmové sterilizace v budoucnu můţeme očekávat zejména v oblastech, kde je 
uplatnění konvenčních dekontaminačních metod značně problematické. Zvýšené namáhání 
materiálů teplotou, tlakem a chemikáliemi představuje hlavní nedostatek běţných postupů. 
Plazmová sterilizace je vhodnou alternativou právě díky absenci těchto negativních vlivů. 
V potravinářství by mohla vyřešit otázku sterilizace citlivých potravin, jako koření či ryb, 
které jsou při běţné sterilizaci vystaveny neţádoucím změnám organoleptických vlastností. 
V oblasti zdravotnictví by odpadnul problém s odstraněním pyrogenů, které představují 
značné riziko pro pacienty. Metoda je vhodná rovněţ pro sterilizaci termosenzibilních 
předmětů (cévek, katetrů). 
Jako bioindikátor pro sledování účinnosti sterilizačního procesu byla zvolena plíseň 
Aspergillus niger. Tento mikroorganismus vykazuje zvýšenou odolnost vůči účinkům UV 
záření, které patří k hlavním inaktivačním mechanismům plazmatu. Na základě odděleného 
studia účinků teploty, UV záření v kombinaci s teplotou a přímých účinků výboje bylo 
zjištěno, ţe hlavním sterilizačním agens v dielektrickém bariérovém výboji jsou aktivní 
částice. Efektivnost plazmové sterilizace je závislá na hustotě plazmového výboje a délce 
pracovního času. Významnou roli hraje i volba pracovního plynu a nosného média. 
Inaktivační křivky vykazovaly exponenciální závislost. Pro dosaţení maximální hodnoty 
inaktivace, tedy 5 řádů, bylo potřeba rozdílných časů v závislosti na hustotě pracovního 
plynu. Například pro argon při hustotě výkonu 2 562,96 mW∙cm-3 má pracovní čas hodnotu 
40 s, zatímco pro hustotu výkonu 1 803,96 mW∙cm-3 120 s. Vyšší hodnoty výkonu tedy vedly 
k rychlejší inaktivaci mikrobiální kontaminace. 
Druh pracovního plynu má pro účinnost sterilizace zásadní význam. Jednotlivá plynná 
média se liší svým sloţením, tudíţ během opracování probíhají ve výboji i rozdílné chemické 
reakce. Při srovnání argonu a dusíku byl jako účinnější určen argon. Jako příklad můţeme 
uvést expoziční časy nutné pro sníţení populace o 5 řádů. Zatímco v argonu je potřeba 
expozičního času 90 s při hustotě výkonu 1 803,17 mW∙cm-3, v dusíku je to jiţ hodnota 100 s 
(hustota výkonu 2 044,44 mW∙cm-3).  
V experimentální části byl dále studován vliv nosných médií na průběh plazmové 
sterilizace. Papír má pro mikroorganismy díky svému členitému povrchu vysoký ochranný 
efekt. Ani po intenzivním protřepávání se z něj nepodařilo uvolnit všechny přítomné spory, 
tudíţ bylo výchozí zamoření o řád niţší neţ v případě polymeru (PET). Při srovnání 
dekontaminačních křivek je evidentní, ţe papír vykazuje zdánlivě rychlejší inaktivaci, coţ u 
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polymeru nebylo pozorováno. Díky hladkému nepórovitému povrchu PET fólie je sice 
dekontaminace pomalejší, ale dojde ke skutečnému usmrcení všech přítomných spor.  
Pro lepší pochopení dějů probíhajících ve výboji byla provedena diagnostika plazmatu 
pomocí optické emisní spektrometrie. Byly zjištěny reaktivní částice, a to radikály dusíku, 
kyslíku a OH radikály. Pro účinnost sterilizace mají zásadní roli, protoţe se významně 
podílejí na destrukci důleţitých buněčných součástí mikroorganismů. Intenzita OH radikálů 
byla vyšší u argonu, coţ je také důvodem pro jeho vyšší sterilizační účinnost. Naopak, 
přítomnost krátkovlnného UV záření byla zjištěna pouze u dusíku. Porovnáním rotačních 
teplot bylo dále prokázáno, ţe teplota má pro inaktivaci mikroorganismů význam pouze u 
dusíku.  
Abychom prokázali šetrnost výboje vůči polymernímu materiálu, byly prostřednictvím 
rastrovacího elektronového mikroskopu pořízeny snímky. Je z nich patrné, ţe výboj 
způsobuje destrukci materiálu jiţ po několikaminutovém působení. 
Pro budoucí uvedení metody do praxe bude nutné další studium vhodných sterilizačních 
podmínek pro jednotlivé mikroorganismy, a také prozkoumání interakcí plazmatu 
s materiálem. Je ovšem nesporné, ţe sterilizace plazmatem skýtá oproti konvenčním metodám 
celou řadu výhod. Pokud se podaří postup zoptimalizovat, najde plazmová sterilizace 
uplatnění v celé řadě aplikací.  
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